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Beschieibung 

Die Erfiridung betrifift amyloidspezifische Substanzen. 

Amylolde bezeichnet im Rahmra der ErfiDdung unlosHche Peptide, welche sich insbesondare im extrazellulSren Be- 
reich eines Gewebes ablagern und so Plaques bilden kannen. Mit der Amyloid-Plaquebildung gehen verschiedenste 
Krankheitsbilder einher, so bdspielsweise insbesondere Alzheimer, Spongiforme Encephalopathien und Typ U Diabetes 
Mellitus. Im'Falle von Alzheimer kommt dem Amyloid pA4 besonder Bedeutung zu. Das PA4 ist ein Peptid aus 39-43 
Aminosauren mit einem Molekulaigewicht von ca. 4 kDa. pA4 ist ein Fragment des sogenannten Amyloidvorlauferpro- 
teids APP (Amyloid Precursor Protein), welches ein 'Ransmembran-Glycoprotein ist. APP wird von 3 unterschiedlichen 
Proteasen, den sogenannten a-, P- und y-Sekxetasen gespaltet Im Falle der a-Sekretaseh entsteht ein losliches APP- 
Fragment jnit neuroproteloiven Eigenschaften. Im Falle der P- und Y-Sekretasen entsteht dagegen das pA4, welches au- 
Berhalb der Zellen zu loslicben Plaques aggregiert. Ahnliche Plaqueablagerungen wurden auch bci der Parkinson-Krank- 
heit. Chorea Huntington oder den Prionkrankheiten nachgewiesen. 

Jedenfalls im Falle der Alzh^mer-Krankheit beruht die Plaquebildung letztendlich vermutlich auf Gendefekten, in de- 
nen der APP-MetaboIismus so verandert wird, daB das PA4(l-42) und das PA4(l-40) Amyloid entstehen. Das 
PA4(l-40) lagert sich bevorzugt an den bereits gebildeten Keimen des extrem unloslichen PA4(l-42) ab und bildet so 
die cigentlichen Plaques. Die Amyloidablagerungen fuhren zu einer dauerhaften Mikrogliaaktivierung mit der Folge 
chronischer Entziindungen, wodurch auch gesunde Neuronen geschadigt werden. Aber auch Apoptose wird vermutlich 
durch pA4 ausgel5st. Apoptose f^hrt zwangs^ufig zum Schrumpfen des Gehims, da Neuronen im Gegensatz zu anderen 
Zellra nicht mehr nachwachsen. 

Aus pharmazeudscher und medizinischer Sicht ist es von besond^nem Interesse, Substanzen zu entwickeln, mittdls 
welcher P-Amyloide im Korper nachgewiesen werden konncn. Denn bisher konnte die Alzheimei^Krankheit nur durch 
Gesprache und Lemtests diagnostiziert werden, weshalb eine Therapie erst einsetzen konnte, wenn sich die Demenz be- 
reits bemerkbar gemacht hat und der irreversible Abbau des Gehims fortgeschritten ist Mittels Substanzen, welche an P- 
Amyloide binden, konnte dem gegeniiber sehr fruhzeitig die Krankheit diagnostiziert und therapiert werden, so daB der 
Abbau des Gehims verhindert oder zumindest erheblich verzogert wird. Auch fur eine Therapie ist es wichtig, Substan- 
zen zu finden, welche an P-Amyloide binden. 

Substanzen der eingangs genannten Art sind bekannt aus der Literaturstelle DE 197 25619A1. Hierbei handelt es 
sich um relativ kurze Peptide, welche die Amyloidbildung hemmen. Nachteilig bei den insofem bekannten Substanzen 
ist, das solche P^tide, insbesondere kurze Peptide, meist eine relativ geringe AffinitMt flir Zielsubstanzcn haben, Im 
Falle von kurzen Peptiden liegen die apparenten Dissoziationskonstanten typischerweise im pMol-Bereich. Ebenfalls be- 
kannt sind monoklonale Antikorper gegen PA4, die eine Quantifizierung des Amyloids ermoglichen. Solche monoklo- 
nalen Antikorper sind jedoch nur mit sehr groBem Aufwand, und zwar unter EinschluB von in- vivo Verfahrenstufen, her- 
stellbar und folglich vergleichsweise teuer. 

Demgegeniiber liegt der Erfindung das technische Problem zugrunde, amyloidspezifische Substanzen zu finden, wel- 
che gleichzeitig hochaffin und einfacb herstellbar sind. 

Zur Ldsung dieses techniscben Problenis lehrt die Erfindung ein gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme stabilisierles 
Aptamer, welches amyloidspezifisch ist, oder Allele und/oder Deri vate eines solchen Aptamers. Als Aptamere sind Nu- 
kldnsSuren bezeichnet, welche an ein Protein als Zielmolekul binden. Dabei kann ein Aptamer eine DNA- oder eine 
RNA-Struktur aufweisen. Aptamere werden gegen Nukleinsaure-spaltende ^zyme stabilisiert durch Modifikati on. Die 
Stabilisierung beriihrt die AffinitSt der modifizierten Aptamere prakdsch nicht, verhindert jedoch die schnelle Zersetzung 
der Aptamere in einem Organismus durch RNasen oder DNasen. Ein Aptamer wird im Rahmen der Erfindung als stabi- 
lisiert bezeichnet, wenn die Halbwertszeit in biologischen Seren groBer als eine Minute, vorzugsweise groBer als eine 
Stunde, hochst vorzugsweise groBer als ein Tag ist. Demgegeniiber werden beispielsweise unmodifizierte RNA- Apta- 
mere in Sekundenschnelle abgebaut Allele sind Zustandformen von Nukleinsauren, welche durch Mutationen ineinan- 
der iiberfiihrt werden konnen. Hierfur kommen in Frage: Translocation von affinen Teilsequenzen, Punktmutadon inner- 
halb Oder auBeiiiaib einer affinen Teilsequenz, Deletion innerhalb oder auBerhalb einer aflfinen Ifeilsequenz. Derivate be- 
zeichnet chemische Abkonunlinge, die durch Abtrennung, Einfuhrung oder Austausch von Atomen oder Atomgruppen 
eines oder mehrerer Nukleotide aus einer Nukleinsaure erhalten w«rden. Wesentlich ist, daB auch die Derivate und/oder 
Allele gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme stabilisiert und amyloidspezifisch sind. Die Eigenschaft des AUels oder 
Deri vats Icann jeweils fiir sich odor gleichzeitig vorliegen. 

Ein erfindungsgemaBes Aptamer ist herstellbar durch folgende Verfahrensschritte: a) es wird ein randomisierter DNA- 
Pool geschafifen, b) aus dem randomisierten DNA-Pool wird ggf. ein RNA-Pool arzeugt und in einen Selektionskreislauf 
mit folgenden Schritten aufgegeben: c) an das Amyloid oder eine Tbilsequenz des Amyloids bindende RNA des RNA- 
Pools bzw. DNA des DNA-Pools wird selektiert, d) selektierteRNA bzw. DNA wird amplifiziert, e) die RNA bzw. DNA 
aus Stufe d) wird dem RNA-Pool bzw. DNA-Pool in der Stufe c) zugegeben, wobd die Stufen c) bis e) sooft wiederholt 
werden, bis der Anteil in Stufe c) selektierter RNA bzw. DNA um weniger als 50%, vorzugsweise weniger als 10% an- 
steigt Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein aus anderen Zusammenhangen bdcanntes in vitro \^rfahren zur Se- 
lektion von Aptameren. Zu den Verfahrensstufen ist im Einzelnen folgendes auszufuhren. Fiir die Stufe a) kann eine Nu- 
kleinsSure-Bibliothek mit grofier KomplexitSt erhalten werden mit chemisch-synthetisierten DNAs. Dazu wird niit Hilfe 
der automatischen Festplattensynthese eine randomisierte Sequenz synthetisiert, die von 2 konstantoa Primerregionen 
mit beispielsweise 20 ±5 Nukleotiden flankiert wird. Die Selektionen werden beispielsweise mit randomisierten Berei- 
chen zwischen 30 und 80 Nukleotiden durchgefiihrt. Die beidwi flankierenden konstanten Regionen dienen dazu, einzel- 
strangige DNA mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) zu Doppelstrang-DNA zu komplettieren und zy ver- 
vielMtigen. Durch Einsatz von Primem, die uber den Hybridisierungsbereich hinausrag^, ist es moglich, die DNAs 
weiter 2m verlangem. Dadurch kann der Erkennungsbereich fur die T7-RNA-Polymerase, der T7-Promotor; eingefiihrt - - 
werden, der fiir die ggf. anschlieBende Transkription von DNA in RNA benotigt wird (Stufe b). Die Selektion (Stufe c) 
kann mit Hilfe der Affinitatschromatographie durchgefiihrt w^xien. Hierbei wird das Zielmolekiil am Saulenmaterial im- 
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mobilisiert, wodurch nichtbindende Aptamere abgetrennt werden. Es kann sich hieibei empfehlen, eine \brsaule mil 
Saulenmaterial, jedoch immobilisiertes Zielmolekiil herzustelien und vorzuschalten. Hierdurch wird eine Anreicherung 
von SSulenmaterial-affinen Aptameren verhindert. Es versteht sich, daB die Aptamere vor Aufgabe in den Selektions- 
kreislauf gegebenenfalls renaturiert werden, damit sie in einer reproduzierbaren Konformation vorliegen, Zur Ablosung 
von.selektierten Aptameren von der Affinitatschromatographiesaule empfiehlt es sich im Einzelnen die Affinitatselution 5 
zu venyenden. Dabei wird mit in Bindurigspuffem gelostem Zielmolekiil eluiert. Eine andere Verfahrensweise ist die re- 
versible Immobilisierung des Zielmolekiils. So kann das Zielmolekul z. B. iiber eine freie Sulfidgruppe unter Ausbildung 
von Disulfidbrucken an das Saulenmaterial gekoppelt werden. Nachdem die Aptamere gebunden haben, werden die Dis- 
ulfidbriicken reduktiv gespalten, so daB das Zielmolekul zusammen mit dem Aptamer eluiert wird. SchlieBiich ist eine 
Elution mit einem denaturierenden Puffer moglich. Durch Denaturierung andem die Aptamere ihre Konfirmation und 10 
werd«i vom Zielmolekul gelost Dies ist auch relativ unproblematisch, da Aptamere, anders als Proteine, leicht renatu- 
rierbar sind. Die Amplifikation (Stufe d) kann wie folgt durchgefuhrt werden. Das selektierte Aptamer wird gegebenfalls 
durch reverse Transkriptionen in DNA umgeschrieben. In jedem Fall erfolgt die Amplifikation mittels der gut bekannten 
PCR-Methode, welche hier nicht im Detail naher erlautert werden soli. Nach der Amplifizierung erfolgt wiederum gege- 
benenfalls eine T7-Transkription zum Erhalt eines RNA-Aptamers. welches dann dem RNA-Pool wieder zugefiihrt wird. 15 
Dieser Vorgang wiederholt sich in Zyklen, wobei die affinen Aptamere exponentieil angereichert werden' Die Komple- 
xitat eines Startpools wird nach 5 Zyklen typischerweise um den Faktor 10^°-10^^ reduziert. So lassen sich Bibliotheken 
von 10^^ und mehr unterschiedlichen Aptameren mit geringem Arbeitsaufwand und groBer Effizienz durchsuchen. Bei 
einer Komplexitat des Startpools von 10^^ werden in der Regel 6-15 Selektionsrunden benotigt, um die gewiinschten 
Aptamere anzureichem. Fiir die Identifizierung der Aptamere: werden in der Stufe d) DNAs des letztMi Zyklus in Plas- 20 
mide ligiert, kloniert und sequenziert. Die ermittellen Sequenzen werden miteinander verglichen, um Gemeinsamkeiten 
in der Rimar- und Sekundarstruktur und damit die Bindungsmotive zu identifizieren. Auch ist es mSglich, an den vorbe- 
schriebenen PtozeB eine in vitro Evolution anzuschlieBen. Im Rahmen des vorstehenden \ferfahrens sind die RNA- Ap- 
tamere wichdgerer, ebenso konnen auf entsprechende Weise selbstverstandlich auch DNA-Aptamere heigestellt werden. 
Es entfaUen dann die T7-Transkriptionen sowie die reverse TYanskripdon. 25 

Bei der Stabilisierung der Aptamere gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme kann grundsatzlich zwischen 2 Ansatzen 
unterschieden werden, namlich die nachtragliche Modifikation der Aptamere und die Selekdon mit bereits modifizierter 
RNA bzw. DNA. Der Vorteil der nachtraglichen Modifikation ist die Durchfuhrung der Selektion unter normalen Bedin- 
gungen. Dabei sollten allerdings in der Regel nicht alle Nukleotide, sondem nur ausgewahlte Stellen der RNA bzw. DNA 
modifiziert werden, damit es zu keinen unerwiinschten Veranderungen der Bindungseigenschaften kommt Umgdien 30 
laBt sich dieses Problem, indem man die Modifikationen schon im Ausgangspool einfiihrt Es versteht sich, daB die mo- 
difizierten Bausteine von den wahrend der Selektion verwendeten Enzyme (DNA-, RNA-Pol3mierasen) toleriert werden 
mussen. Im Einzelnen ist es bevorzugt, wenn die 2'Hydroxylgruppe der Zuckergruppe eines oder mehrerer Pyrimidin- 
Nukleotide durch eine Flourid-, Amino- oder Methoxygruppe substituiert ist und/oder wenn in terminalen Phosphatgrup- 
pen ein Sauers toff atom durch ein Schwefelatom substituiert ist und/oder wenn das Aptamer ein Spiegelmer ist. In dem 35 
letzt genannten Fall erfolgt die Selektion der Aptamere gegen ein Enantiomeres Zielmolekiils. Die insofem spiegelbild- 
liche Nukleinsaure wird dann Spiegelmer genannt und bindet an das eigentliche Zielmolekul, kann aber, als in der Natur 
nicht auftretendes Molekiil, von den Enzymen nicht erkannt und daher nicht abgebaut werden. Diese Methode laBt sich 
allerdings nur auf Zielmolekiile anwenden, die nicht chiral sind und bei denen das Enandomer erhaltlich ist. 

Ein erfindungsgemaBes Aptamer zeichnet sich gegeniiber Peptiden durch eine sehr hohe Affinitat aus. Typischerweise 40 
werden apparente Dissoziationskonstanten im Bereich unter 1 pMol, insbesondere im Bereich 1 nixiMol-lOO nmMol, er- 
halten, wahrend kurze Peptide (< 30 Aminosauren) typischerweise Werte im pMol-Bereich zeigen. Vorteilhaft gegeniiber 
monoklonalen Antikorpem ist, daB die erfindungsgemaBen Aptamere lediglich in vitro-Selektionsmethoden erfordem, 
wahrrad die Gewinnung von monoklonalra Antikorpem den Einsatz von Versuchstieren oder Zellinien mit der Gefahr 
von unerwiinschten Variationen erfordert. Im Gegensatz zu monoklonalen Antikorpem konnen Aptamere zudem che- 45 
misch synthetisiert werden, wodurch eine hohe Reproduzierbarkeit gewahrleistet ist. Auch ist der Einbau von Reporter- 
molekiilen an genau definierten Positionen im Rahmen der chemischen Synthese einfacher. Zudem lassen sich Aptamere 
erheblich einfacher als monoklonaler Antikorpem reversible zu denaturieren. SchlieBiich ist aufgrund der in vitro Ar- 
beitsweise die Entwicklung von Aptameren gegen Tbxine oder wenig inmionogene Substanzen moglich. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist das Aptamer gegen das Alzheimer p- Amyloid 4 (1—42) oder 50 
Teilsequenzen hiervon, insbesondere (1-40) spezifisch. Vorzugsweise handelt es sich um ein RNA-Aptamer, Im Falle ei- 
nes gegen Alzheimer P-Amloid 4 spezifischen erfindungsgemaBen Aptamers ist es bevorzugt, daB das Aptamer eine 
Loopstruktur aufweist. Die Loopstruktur kann insbesondere aus 4 Basen, vorzugsweise 4 Uridinen oder 3 Uridinen und 
einem Cytidin bestehen oder die genannten Basen aufweisen. Im Rahmen der Loopstruktur ist es bevorzugt, wenn die se- 
lektierte Sequenz eine Teilsequenz GUUU oder GUCU aufweist. Die Loopstruktur kann dann dadurch gebildet sein, daB 55 
dieser Sequenz gegeniiberliegend eine Primersequenz AUUC liegt, wobei die jeweilig mittleren Basen ungepaart und je- 
weilig auBeren Basen gepaart sind. Im Einzelnen kann ein erfindungsgemaBes Aptamer eine Sequenz aufweisen aus der 
Gruppe bestehend aus den Sequenzen gemaB Patentanspruch 6. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Aptamers oder einer Mischung solcher Apta- 
mere zur Herstellung eines Mittels zur Diagnose und/oder Behandlung von Alzheimer; Spongiformen Encephalopathien, 60 
Typ n Diabetes Mellitus, Parkinson und Chorea Huntington. Im Falle des Diagnosemittels empfiehlt es sich, in an sich 
bekannter Weise markierte Atome und/oder Reportermolekiile in das Aptamer einzubauen. Es versteht sich, daB diese 
Atome bzw. diese Molekiile hinsichtlich Art und Position so ausgewahlt und angeordnet werden, daB die Aflfinitat des 
Aptamers zum Zielmolekiils nicht oder nur geringfugig beeinfluBt wird. Der Einsatz als Mittel zur Behandlung kann bei- 
spielsweise eine Modifikation der Aptamere derart umf assen, daB p- Amyloide komplexiert werden und so die Plaquebil- 65 
dung verhindert wird oder bereits gebildete Plaques abgebaut werden. Dann bewirken die Aptamere selbst eine Komple- 
xierung oder sind so modifiziert, daB eine Komplexierung bewirkt wird, oder dienen als Vermittiersubstanzen fur kom- 
plexierende Wirkstoffe. 
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Im folgenden wird die Erfindung anhand von lediglicb Ausfuhrungsbeispielen darsteileadeD Experimenten naber er- 

1 Metboden 

S 

1 . 1 Chemische NukleinsSuresynthese 
1.1.1 Synthese des randomisierten DNA-Pools 

10 Der RNA-Pool fur die Selekdon wurde durch Transkription eines synthetisierten DNA-Pools erhalten. Der DNA-Pool 
wurde chemisch an der Festphase mit Hilfe eines Applied Biosy stems Syntheseautomaten (PCR-Mate EP 391 und 394) 
bergestellt. Die Syntbese berubt auf dem Pbospboraniidit-Verfabren (Beaucage & Carutbers, 1981) und wurde unter \fer- 
wendung der kommerziell erbaltlichen Phospborainidite mit dC-gekoppelten Saulenmaierial (CPG) der Porengr5Be 
100 mm im 0,2 ^ol-MaBstab durcbgeftibrt Die Fbospboramidite wurden in wasserfireiem Acetonitril gelost (0,15 M). 

IS Die Kopplungszeit der Amidite wurde beim StandardsyntheseprotokoU von 15 s auf 35 s verlSngert und die Abspaltung 
der Trityl-Schutzgruppe zu Anfang jedes Zyklus um 20% vericurzt 

Der DNA-Template-Strang besteht aus einem llOmer, welches sich aus zwei flankierenden Primerregionen aus je 20 
Basen und bekannter Sequenz sowie einer randomisierten Region von 70 Basen in der Mitte zusammensetzt. Fiir die 
Synthese der randomisierten Region wurde ein Amiditgemisch verwendet, bei dem die unterschiedliche Reaktovotat der 

20 Amidite bereits berucksichtigt wurde. Das \ferhaltnis der 4 Amidite DA : dG : dT betrug 3 : 2, 5 : 2, 5 : 2. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen nacb beendeter Syntbese sowie die Abspaltung vom Saulematerial erfolgte in 
1,5 ml konz. Ammoniak (33%) fUr 24 h bei 55°C. Anschlie&end wurde der Anmioniak in einer Vakuumzentrifuge abge- 
zogen und die DNA auf einem denaturierendeo 8%-Polyacrylamidgel aufgereinigt, durcb UV>Sbadowing identifiziert, 
aus dem Gel eluiert und durch Etfaanolfallung entsalzt (sidie 1.2) 

25 Sequenz: 5*-d[CCA AGC TTG CAT GCC TGC AG-(N)7<rGGT ACC GAG CTC GAA TTC CC]-3\ 

Bestinmiung der KomplexitSt 

Die Komplexitat wurde ermittelt, indem die Stoffinenge an DNA durch UV-Absortion bestimmt wurde (siehe 1.2.6). 
30 Da die Wahrscheinlichkeit, dafi zwei gleiche DNA-Sequenzen syntbetisiert wurden, extrem gering ist (4^° = 1,4 • 10^^ 

verschiedene moglicbe Sequenzen), wird davon ausgegangen, dafi jede Sequenz unterschiedlich isL Daraus folgt, dafi die 

Stoffmenge an DNA gleicb der Poolkomplexitat ist 

Da nicht jede Sequenz von der Polymerase wShrend der PGR verviel^dgt wird, weil eine fOr das En^m ungtinstige 

Sequenz vorliegt bzw. nicht alle Schutzgruppen abgetrennt wurden, wurde ein PCR-Zyklus mit radioaktiv markierten 
35 dATP durcbgefOhrt. Nach Abtrennung des uberschiissigen dATPs durch EthanolfSUung bzw. NAP-SSule kann durch Ce- 

renkovzahlung bestimmt werden, wieviel radioaktiv markierte DNA-Strange syntbetisiert wurden (siehe 1.2.7). Da die 

DNA-Ausgangskonzentration bekannt war, und nur maximal eine Kopie pro Molekiil entstehen konnte, eiiialt man aus 

dem Verhaltnis Ausgangkonzentration DNA zu radioaktiv markierter DNA den amplifizierbaren Anteil des heigestellten 

Pools. 60% des Synthesepools konnten hierbei von der Polymerase kopiert werden. 
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1 . 1 .2 Synthese der Primer 



Die beiden Primer fiir die VervielfMltigung des DNA-Pools durch PGR wurden analog zur Synthese der DNA-Biblio- 
thek durchgefuhrt. Die Synthese wurde im 1 pmol-Mafistab nach dem Standardprotokoll durchgefuhrt. Die Au&einigung 
45 wiarde wie oben beschrieben durchgefuhrt Es wurde Saulenmaterial mit einer PorengroBe von 50 nm verwendet 
Primer A: S'-dfTAA TAG GAG TGA GIA TAG GGA ATT GGA GCT GGG TAG G]-3' 
Primer B: 5'-d[GGA AGC TTG CAT GGC TGC AG]-3' 



1.2 Aufreinigung von Nukleinsauren 
1.2.1 Gelelektrophorese 



Die gangigste Methode zur Au&ranigung von Nukleinsauren ist die Gelelektrophorese. Sie berubt auf der V^derung 
der geladenm Molektile in ein^ elektrischen Feld. Man arbeitet bier bei dnem pH-l^rt von ca. 8,5 an dem die Nukle^ 

55 insSuren als Polyanion vorliegen und zur positiv geladenen Anode wandem. Dabei macht man sich die von der Lange ab- 
hangige Mobilitat der Nukleinsaure in einer CJelmatrix zunutze. Als Gelmatrix werden am haufigstMi Agarose und Poly- 
acrylamid verwendet Wahrend man mit Agarosegelen die Nukleinsauren unter nativen Bedingungen auftrwint, kann mit 
Polyacrylamidgelen sowohl unter nativen als auch durch Zusatz von Hamstoff unter denaturierenden Bedingungen auf- 
getrennt werden. Agarosegele werden in der Regel bei MolekiilgroBen von 1(X)-2(XXX) Basenpaaren verwendet, Poly- 

60 acrylamidg^e bei Molekulgrofien bis 500 Basra. 

Polyacrylamidgelelektropbosen (PAGE) 

Bei der Polyacrylamidgelektrophorese (PAGE) wird die Gelmatrix durch radikalische Polymerisation von Acrylamid 
65 mit NJ^r-Methylenbis( acrylamid) als (Juervemetzer hMgestellt Als Polymerisationsstarter dient Ammonlumperoxodi- 
sulfat (APS) und NJ^Jf J^rTetr?un^aiylethyIendiamiD.(TEMED) als Radikaistabilisator. Die Porengrofte des Gels kann 
duFch die Konzentration der Monomere sowie der Konzentration des \toietzers eingest^t werden. 
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Denaturierende Polyacrylamidgelektrophorese 

Bei der TVennung von einzelstrangigen Nukleinsauren arbeitet man unter denaturierraden Bedingungen, um die Aus- 
bildung von Sekundar-Tertiarstrukluren, die zu unterschiedlichen Laufverhalten im Gel fuhren konnen, zu unterbinden. 
Dazu gibt man 7 M HamstofF zu dem Polymerisations ansatz. 5 

Die lYennung erfolgt auf einem 21,5 x 19 cm Gel mil einer Dicke von 1 mm bei 70 mA in 1 x TBE-Puflfer. Ansatze: 

Ac'ry.lamidkonz • : 6% 8% 10% 12% 

Acrylamid/ 

10 

Bisacrylamid(40%/2%) : 7,5ml 10ml 12,5ml 15ml 
5 X TBE: lOml 10ml 10ml 10ml 

Harnstoff: 21g 21g 21g 21g , i5 

Der Ansatz wird auf 50 ml mit Wasser aufgefiillt und die Polymerisation durch Zusatz von 300 |il APS (10%) und 
30 pi TEMED gestartet. Nach 45 min Polymerisation wird das Gel fiir mind. 15 min bei 600 V voriaufen gelassen, damit 
sich eine konstante Temperatur einstellen kann. 

Die Proben werden mit dem gleichen Volumen Formamid versetzt Der Veriauf der Elektrophorese kann durch die Be^ 20 
nutzung einer Losung der beiden FaibstoflFe Bromphenolblau und Xylencyanol in Formamid beobachtet werden. 

Native Polyacrylamidgelektrophorese 

Die Trennung doppelstrangiger DNA wird unter nativen Bedingungen durchgefuhrt. Dabei geht man wie oben be- 25 
schrieben vor, jedoch entfallt der Zusatz von Harnstoff. Die Proben werden mit dem gleichen Volumen an nativem Pro- 
benpuffer versetzt. Im Gegensatz zur denaturierenden PAGE darf das Gel bei der nativen PAGE nicht zu warm werden 
(Denaturierung der DNA). Deshalb wird bei einer Spannung von 300-400 V aufgetrennt 

Sequenzgele 30 

Fiir die Auftrennung der Produkte der radioaktiven Sequenzierung wurden 6%ige denaturierende Gele verwendet 
Diese Gele mit den MaBen 42 x 33 cm sind lediglich 0,4 nam dick. Damit nach beendeter Elektrophorese das Gel auf ei- 
ner Glasplatte haflet, und man die andere Platte abnehmen kann, ist eine spezielle Behandlung der beiden Glasplatten 
notwendig. 35 

Dazu wird auf der groBen, haftenden Glasplatte eine Losung aus 200 pi Silan A- 174 (MethacryloxypropylUimethox- 
ysilan, Pharmacia) und 1 ml Eisessig in 20 ml Ethanol mit einem fusselfreiem Papiertuch gleichmaBig verteilL Diese 
Prozedur wiederhoit man 20 min spater. Nach 60 min wird die Platte griindlich mit Ethanol abgerieben und fiir minde- 
stens 60 min getrocknet. Die kleine, nicht haftende Glasplatte wird mit einer 2%igen Losung aus Dichlordimetylsilan in 
1,1,1-Trichlorethan (Repel-Silan, Pharmacia) solange eingerieben, bis die Losung in Form kleinster Tropfchen auf der 40 
Glaspatte abperlt. Diese Prozedur wurde nach 30 miri wiedorholt, und nach weiteren 60 min wurde die Platte griindlich 
mit Wasser abgerieben und fiir mindestens 60 min tiocknen gelassen. 

GellOsung: 42 g Harnstoff, 12,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (40%/2%), 20 ml 5 x TBE, ad 100 ml mit H2O aufRillen. 

Vor Zugabe von APS und TEMED wird der Polymerisationsansatz noch einmal uber einen Faltenfilter filtriert. Man 
laBt das Gel mindestens 45 rmn polymerisieren und anschlieBend fiir 30 min bei 55 W voriaufen. Unter Verwendung ei- 45 
nes sogenannten "Haifischkanmis" konnen 48 ^^S-markierte Proben (= 12 Sequenzierungen) auf das Gel aufgetragen 
werden. 

Nach beendeter Elektrophorese wird die kleine Glasplatte vorsichtig abgehoben. Das Gel auf der groBen Glasplatte 
wird zura Eluieren des Hamstoffs fiir 6 min mit dest. Wasser gespult und anschtieBend im TVockenschrank bei 60°C fur 
30 min getrocknet. AnschlieBend kann fiir die Autoradiographie ein Rontgenfiim aufgelegt werden. Man exponiert den 50 
Film fur mindestens 12 h auf dem Gel. 

Bei der Verwendung eines ABI-Sequencer entfallt die Vorbehandlung der Glasplatten. Hier werden die Glasplatten 
vor der Benutzung in den Sequencer eingesetzt und Uberpruft, daB keine Grundabsorption aufgrund von Nferunreinigun- 
gen vorhanden isL Man laBt 1 h bei 55 W voriaufen. Da die Proben mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, entfallt die 
Nachbehandlung des Gels. Nach abgeschlossener Elektrophorese werden am Computer die Banden den Proben zugeord- 55 
nete und die Analysesoftware gestartet 

Gele fur die Spaltungsanalyse 

Fiir die Sekundarstrukturanalyse der Aptamere durch enzyn^tische RNA-Spaltung wurden 25%ige denaturierende 60 
Polyacrylamidgele verwendet (42 x 33 cm, 0,4 mm Dicke) Hier wurden die beiden Monomere Acrylamid und Bisacry- 
lamid im Verhaltnis 50 : 2 eingesetzt. Eine Vorbehandlung der Glasplatten ist aufgrund der hoheren Stabilitat des Gels 
nicht notwendig. Man ISBt fiir 60 min bei 1500 V voriaufen und U-ennt die Proben anschlieBend bei 55 W auf. Nach be- 
endeter Elektrophorese wird eine Glasplatte abgehoben und das Gel auf einen alten Rontgenfiim transferiert and in 
Frischhaltefolie eingewickelt AnschlieBend kann fur die Autoradiographie ein Rontgenfiim aufgelegt werden. 65 

GeUbsung: 42 g Harnstoff, 50 ml Aciylamid/Bisacrylamid (50%/2%), 20 ml 5 x TBE. 
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Agarosegelektrophoiese 

Agarosegele weiden zur Auftrennung groBer DNA-Molekiile unter nadven Bedingungen verwradet In dieser Albeit 
wurden sie zur Analyse der Produkte nach dcr PGR sowie der Analyse der Plasmid-DNA aus Minipraparationen verwen- 
5 dec Die PorMigroBe kann durch Verandem der Agarosekonzentration variiert werden und ist abhangig von der verwen- 
deten Agaros (Kettenlange). 

2% (w/v) Agarose wird in einem ErIenmey«rkolben in 1 x TBE-PuflFer in der Hitze gelost (Mikrowelle). Man laBt den 
Ansatz auf ca. 50°C abkiihlen und gibt dann fur die Detektion der DNA 5 Ethidiumbromid (10 mg/ml) auf 100 ml An- 
satz zu und gieBt das Gel. Nach dem Ericalten des Gels konnen die Proben, die mit dem gldchen ^folumMl nativen Pro- 
10 benpuffer versetzt wurden, aufgetragen und bei 100-110 V elektrophoretisiert werden. Es wurden Hachgelkanunon von 
BioRad (Mini und Wide Nfini Sub DNA CeUs) verwendet 

Geleludon von Nukleinsauren 

15 Die durch UV-Shadowing bzw. Autoradiographie detektierte ausgeschnittene Gelbande wird in ein EppeldorfgefaB 
uberfuhrt und mit 400 pi Wasser und 40 pi Natriumacetat (3 M, pH 5,5) versetzL Man schiittelt bei 4*^0 fiir mindestens 
12 b Oder bei 70^C fur 1 h und gibt das Huat in ein neues EppeldorfgefaB. Durch Ethanol^Uung oder Gelfildradon kann 
die Ldsimg von Hamstoff und Salzen be&eit werdm. 

20 1 .3.2 Nachweismetboden fUr Nukleins&ur^i in Gelen 

EdiidiumbroncudfMibung 

Die Verwendung von Ethidiumbromid ist die schnellste und gebrauchlichste Methode fiir den analytischen Nachweis 
25 von Nukleinsauren, Ethidiumbromid ist ein heterozyklischer, kadonischer Fluoreszenzfarbstoff, der in die Nukleinsau- 
ren interkaliert wird. Die Arbeiten mit dem Farbstoff sollten sorgfaltig durchgefuhrt werden, da Ethidiumbronaid staric 
mutagen ist. Polyacrylamidgele werden fiir 20 min in einer Ethidiumbromidlosung (0,5 pg/ml) in 1 xTBE angefarbt, Bei 
Agarosegelen wurde das Ethidiumbromid bereits zu der Gellosung zugesetzt Auf einem Itansilluminator kann man bei 
306 nm Durchlicht die Nukleinsauren als leuchtende Banden eiicennen. 

30 

UV-Shadowing 

Bei der praparadven Aufreinigung von Nukleinsauren mSchte man Wechselwirkungen mit Farbstoffen umgehen. Fiir 
den Nachw^s macht man sich die Absorption der Nukleinsauren bei 260 nm zunutze. Dazu wird das Gel auf eine in 
35 Frischhaltefolie eingewickelte Dunnschichtchromatographieplatte gelegt, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff (60 F254) 
behandelt wurde. Durch aufgestrahltes UV-Licht (254 nm) kann man die Nukleinsauren als dunklen Schatten erkennen 
und Ausschneiden. Um eine Schadigung der Nukleinsauren durch das UV-Licht zu vermeid«i, soUte dieser Schritt mog- 
lichst schnell durchgefuhrt werden. Der Nachteil dieser Methode ist ihre geringe Empfindlichkeit (0,5-1 A260), weshalb 
sie vor allem bei praparadven Aufreinigungen benutzt wird. 

40 

Autoradiographie 

Radioaktiv markierte Nukleinsauren (^^ oder ^^S) kSnnen in Gelen, je nach ihrer spezifischen Aktivitat, in geringsten 
Mengen durch Schwarzung eines aufgelegten Rontgenfilms nachgewiesen werden (<fmol). 
45 CJele mit ^^-markierten Oligonukleotiden werden nach Abnehmen einer Glasplatte In Frischhaltefolie eingewickelL 
Mochte man die Nukleinsaren aus dem Gel ausschneiden und eluieren, wird das Gel mit drei phosphoreszierenden Punk- 
ten markiert In einer Rontgenfilmkassette mit Verstarkerfolie (Kodak) legt man einen Rontgenfilm (Fuji) auf das Gel. Je 
nach Menge und spezifischer Aktivitat der Nukleinsaure exponiert man den Film fur 5 min bis 24 h. Bei langeren Expo- 
sitionszeiten friert man die Kassette bei -80**C ein, um eine Dififusion der Oligonukleotide zu verhindem 
. 50 Sequenzgele mit ^^S-markierten Nukleinsauren werden nach der Elektrophorese auf der groBen Glasplatte getrocknet 
AnschlieBend wird ein Rontgenfilm auf dem trockenen Gel bei Raumtemperatur ftir 1 bis 2 Tkge exponiert 

Die exponierten Filme werden entwickelt (1-2 min. Rontgenentwickler G150, Agfa-Gefaert N.V.), Fixiert (3 min, 
RSntgenfixiorer G350, Agfa-Gefaert N. V), gewassert (5 min) und getrocknet 

Mochte man die Nukleinsauren eluieren, so schneide man die schwarzen Band«i auf dem Rontgwifibn aus, legt den 
55 Him so auf das Gel, daB die 3 Marker mit den schwarzen Punkten auf dem Film iibereinstimmen, schneidet die Banden 
aus und eluiert wie oben beschrieben. 

1.2.3 Gelfiltration 

60 Mit Hilfe der Gelfiltration konnen Nukleinsaurelosungen von Salzen und anderen niedermolekularen \%rbindungen 
abgetrennt werden. Man macht sich dabei das unterschiedliche Permeationsverhalten der Molekiile in die Poren des Gel- 
betts zunutze (Gelpermeadonschromatographie). Die groBen Molekiile kdnnen im Gegensatz zu den kleinen nicht in die 
Poren des SSulenmaterials eindringen und werden deshalb sofort eluiert Verwendet wvirden vorgefertigte Saulen der 
Fiima Pharmacia mit Sephadex G-25 (NAP-5, NAP-10, NAP-25) oder G-50 (NICK). Die Durchfuhrung erfolgte^nach 

65 Angaben des Herstellers. 
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1.2.4 Ethanolfarbung 

Nukleinsauren konnen aus waBriger Losung durch Ethanol in Anwesenheit von Natriumacetat bei pH 5,5 prazipitiert 
werdai, wahrend Salze und andere Verunreinigungen in Losung bleiben. Dazu wird die Nukleinsaurelosung mit 1/10 des 
Volumens einer 3 M Natrium acetatlosung (pH 5,5) und dem 2,5fachen Volumen an Ethanol versetzt und fiir 10 min auf 5 
"20'*C gestellt. AnschlieBend zentrifugiert man 30 min bei 10000-14000 Upm/4°C, verwirft die iiberstehende Ethanol- 
losung, wascht das Pellet mil 400 pi 70% Ethanol und zentrifugiert weitere 5 min. Man nimmt den tJberstand ab und 
trocknet das Pellet bei Raumtemperatur, Bei sehr kleinen Nukleinsauremengen kann die Prazipitation durch die Zugabe 
voD Glycogen verbessert werden. Die nach den Selektionsrunden eluierte RNA wurde grundsatzlich fiir 1 h bei -20°C in 
Anwesenheit von 40 pg Glycogen gefallt lO 

1.2.5 Phenol- und Chloioformextraktion 

Zur B:itfemung von Protdnen aus waBrigen Losungen z. B. nach Enzymreaktionen, zur Trennung des Peptid-RNA- 
Komplexes nach der Selektion oder bei der Isolierung von Plasmiden aus Zellen, versetzt man die Losung mit dem glei- 15 
Chen Volumen Tris-gesattigten Phenols (pH 8,0) und vortext kraftig. Man trennt die beiden Phasen durch Zentrifugation 
bei 3000 Upm und nimmt die waBrige obere Phase vorsichtig ab. Die phenolische Phase kann noch einmal mit dem hal- 
ben Volumen Wasser versetzt werden, geschiittelt und zentrifugiert werden. Die vereinigten waBrigen Phasen werden 
zweimal mit dem doppelten Volumen Chloroform extrahiert, um restliches Phenol aus der waBrigen Losung zu entfer- 
nen. Schon gainge Spuren Phenol konnen nachfolgende Enzymreakdonen betrachtUch einschranken oder sogar kom- 20 
plett inhibieren. 

1.2.6 Messung der Radioaktivitat 

Die radioaktive Markierung von Nukleinsauren ist eine praktische Methode, um selbst kleinste Mengen noch detek- 25 
tieren zu konnen. Die Quantifizierung erfolgt bei ^^P-Markierung durch Cerenkov-Zahlung. Dazu wird das Eppendorf- 
gefaB mit der Probe in einem Szintilationsrohrchen im Szintillationszahler (LS 6000 SC, Beckman) mit Programm 1 (^^P, 
Cerenkov-Zahlung) eine Minute vermessen. Man erhalt die Eigebnisse in cpm (counts per minute). 

1.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelosungen 30 

Aufgrund des Absoiptionsmaximums der Basen der Nukleinsauren im UV-Bereich bei 260 nm kann mit einem Pho- 
tometer die Konzentration von DNA- und RNA-Losungen bestimmt werden. Naherungsweise gelten folgende Gleichun- 

gen: 

35 

ssDNA: Anzahl der pmole = Ges. OD26o/(10 Anzahl der Basen) 
dsDNA: 1 OD = 50 pg 

pmol = pg • 1000000/(2 • Anzahl der Basen • 325) 
RNA: 1 OD = 40 pg 

pmol = fig • 1000000/(Anzahl der Basen • 337) 40 

1.3 Molekularbiologische Methoden 
1.3,1 Polymerasekettenreakdon (PGR) 

45 

DiePolymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PGR) ist eine Methode zur exponentiellen Amplifikation 
von DNA. Es werden neben der zu amplifizierenden DNA zwei 15-30 Basen lange Oligonukleotide (Primer) mit defi- 
nierter Sequenz benotigt, die zu den 3'-Enden des DNA-Templates bzw. dessen Gegenstrang komplementar sind. Nach 
einem Denaturierungsschritt hybridisieren diese Primer in einem Primer- Annealing-Schritt mit dem zu amplifizierenden 
DNA-Template. Dabei wird die Annealing-Temperatur so hoch gewahlt, daB keine unspezifische Hybridisierung auftritt. 50 
Mit einer thermostabilen DNA-Polymerase erfolgt im Extensionsschritt die Verlangerung des Primers entlang des Tem- 
plates in 5-3 -Richtung. Im Idealfall erfialt man so aus jedem DNA-Doppelstrang zwei neue DNA-Strange. Durch mehr- 
maliges Wiederiiolen dieser drei Schritte (bis ru 30 Zyklen) erhalt man eine exponentielle Zunahme der DNA. 

Als DNA-Template kann sowohl doppel- als auch einzelstrangige DNA eingesetzt werden. Durch \ferwendung von 
iiberhangenden Primem kann eine Verlangerung der DNA erreicht werden. Dies wurde fur die Einfiihrung des T7-Pro- 55 
motors in die chemisch synthetisieite DNA ausgenutzt. Alle Reaktionen wurden mit der Pfu Polymerase durchgefiihrt, 
die sich von der Taq Polymerase durch ihre Proof-Reading- Aktivitat und ihre Exonukleaseaktivitat unterscheidet, die for 
eine niedrigere Fehlerrate sorgt Im AnschluB an die PGR wird eine Phenol-Chloroform-ExUraktion und eine Ethanolfal- 
lung durchgefiihrt, um die Pfu Polymerase (mit der Exonukleaseaktivitat) zu entfemen. 

60 

Standardansatz TempeFatinbedingungen 

10 pi lOx Pfu-Puffer 94**C/4 min Initdenat 
4,8plMgGl2(100mM) 

0,5 ul BSA (2 pg/pl) 94°a2 min Denamrierung 

4 pi Primer A (100 pM) 55 °C/2 min Annealing 65 

4 pi Primer B (100 pM) 75°a6 min Extension 

4 pi dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 12-20 Zyklen 
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10 



15 



20 



Standard an saiz 

1 pg DNA-Template 

1 ^il Pfu Polymerase (24 U/pl) 

ad 100 pi mit H2O auSmUen 



TempeiatinbedingungeQ 



Praparative PCR 



Fur die Amplifikation der synthetisierten DNA-BibUothek wurde die Reaktion nicht in PCR-ReaktionsgefaBen, son- 
dem in .10 ml Glasgefafien durchgefiihrt (6x5 ml), die in drei Wasserbadem Matsprechender Temperatur gescbwenkt 
wiirdeo. Aufgrund des groBen >^lumens wurden die Reaktioaszeitra verlangert und die Temperaturen um 2^C erhobt 
und die Zyklenzahl auf 10 beschrankt Femer wurde die Dauer der letzten Extensionphase verdoppelt 



prSpazadver Ansatz 

300 Ml 10 X Pfu-Puffer 

1440 Ml MgCli (100 mM) 

15MlBSA(20Mg/Ml) 

1200 Ml Primer A (120 nmol) 

1200 Ml Primer B (120 nmol) 

480 Ml dNTP-Mbc (100 mM je dNTP) 

30 pi Pfu Polymerase 

ad 30 ml mit H2O aufipullen. 



Temperatuzbedingungen 
96°C/4 min Init.denat 

96**C/5 min Denaturierung 
56°C/5 min Annealing 
77**C/12 min Extension 
lOZyklen 

75**Cyi2 min Zusatzext 



25 



30 



35 



40 



45 



Im Anschlufi an die PCR wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt Zur Bestimmung der DNA-Kon- 
zentration wurde eine Probe (30 pi) uber ein 8% denatuiierendes Polyacrylamidgel aufgereinigt, eluiert und entsalzt, 
Durch Vergleich der Absorption bei 260 nm vor und nach der Aufreinigung kann die Konzentration des Pools berechnet 
werden. 

PCR nach reverser TVanskripdon 

Der Ansatz der reversen Transkription wurde auf vier 100 m1 Ansatze verleilt. Die Zeitwi der drei Schritte wurden et- 
was verl&ngert, um auch die \^rvielMdgung schlecht amplifizierbar^ DNA-Sequ^zen zu gewahrleisten. Die Anzahl 
der Zyklen wurde an die Menge an eluierte RNA nach der Selekdon angepafit Nach der Phenol-Chloroform-Extraktion 
und der Ethanolf^lung wurde die DNA in 2CX) m1 Wasser geldst 



Reaktionsansatz 

20 pi aus rev. Transkription 

40 pi 10 X Pfu-Puffer 

19,2plMgCl2(100mM) 

16 pi Ptimea: A (100 pM) 

16 pi Primer B (100 pM) 

2plBSA (2 pg/pl) 

16 pi dNTP-Mix (10 nM je dNTP) 

4 pi Pfu Polymerase 

ad 400 pi mit H2O aufmilen 



Temperaturbcdingungen 
94°C/4 min Initdenat 

94**C/2 min Denaturierung 
55**C/2 min Annealing 
TS^'C no min Extension 
6-16 Zyklen 



50 



55 



60 



PCR zur Amplifikation klonierter Sequenzen 

Nach der Klonierung und Isolierung der Plasnude wurde die Insert-Sequenz durch PCR aus dem vollstandigen X^ctor 
h^-aus amplifiziert Die Auteinigung erfolgt wie oben beschrieben. 



Standard ansatz 

40pllOxPfi-Puffer 

19,2 pi MgClz (100 mM) 

2 pi BSA (2 pg/pl) 

16 pi Primer A (50 pM) 

16plPrimerB(50pM) 

16 pi dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 

2 pi Vektor (1/10 Volumen der Miniprap) 

4 pi Pfu Polymerase (2,5 U/pl) 

ad 400 pi mit H2O auffuUra 



Temperataibedingangen 
94**a4minID 

94**C/2 min Denaturierung 
94°C/2 min Annealing 
75®C/6 min Extension 
25 Zyklen 



65 1.3.2 TZ-lVanskriptictti 

Mit Hilfe der in vitro-Transkription kann eine zu einer DNA-Sequenz komplcmOTtare RNA hergestellt werden. Dazu 
muB die DNA-Matrize einen 3*-terminalen Eri^ennungsbereich aus 17 Basen, den T7-Promotoi; enthalten. Unmittelbar 
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hinter diesem Promotor wind die Transkription durch die T7-RNA-Polyinerase aus dem Bakteriophagen T7 geslartet. 
Man kanD die Effizienz der Polymerase erhoben, indem man das Transkiipt mit zwei Guanosinnukleotiden beeinnen 
laBt. 

Staqdardansatz: S 

10 pi 10 X TVanskriptionspufFer 

lO|ilDTT(100mM) 

6plBSA (2 pg/Ml) 

16 m1 NTP-Mix (100 mM je NTP) 

50 pi DNA-Matrize (ca. Va eines PCR-Ansatzes) lO 
2 |il T7-Polymerase (50 U/pl) 
ad 100 pi mit H2O auflFQUen. 

Durch Zugabe von a-^^-CTP kann die RNA radioaktiv markiert werden. Nach 2-3 h Inkubation bei 37°C wird die 
RNA auf einem 6% denaturierenden Polyacrylamidgel aufgereinigt, eluiert und durch Ethanolfallung entsalzt. Nach der 15 
EthanolfaUung wurde nur noch mit silikonisierten EppendorfgefaBen gearbeitet, um einen Verlust der RNA durch Ad- 
sorption an der Gefafiwand zu minimieren. 



1.3.3 Reverse TYanskription 



20 



Preparative IVanskription 

Zur Herstellung des RNA-Startpools fur die Selektion vmrde eine praparative Ttanskription mit 3,8 ml Volumen an- 
gesetzt (19 x 200 pi). AuBerdem wurde die DNA-Konzentration erhoht auf 40 pmol/lCX) pi Ansatz. Es wurden 1,6 nmol 
DNA eingesetzt, entsprechend einer Pool-Komplexizitat von 1 x 10^^. Die Reaktionszeit wurde auf 5 h erhoht. 

Praparative Transkriptions ansatz: 25 
320 pi DNA-Pool (1,6 nmol) 
380 pi 10 x Transkriptionspuffer 
380 plDTT (100 mM) 
22,5 plBSA 120pg/pl) 

600 pi NTP-Mix (100 mM je NTP) 30 

10 pi Otr^^p.CTP 

75 pi T7-Polymerase 

ad 3,8 ml mit H2O aufiFQUen. 

Soli radioaktiv markierte RNA durch Zugabe von a-^^P-CTP hergestellt werden, so nimmt man von dem Reaktions- 35 
ansatz ein kleines Aliquot (1/50 des Ansatz) als Vergleichswert ab, um die spezifische Radioaktivitat der RNA bestim- 
men zu konnen. Die Radioaktivitat in dieser Probe entspricht 1/50 der zugesetzten Menge an CTP. Die Stofftnenge des 
zugesetzten radioaktiven CTPs ist aufgrund der hohen Aktivitat vemachlassigbar gering. Aus der Aktivitat der Ver- 
gleichsprobe cpmvogieich und der eigentlichen Probe cpmprobe kann man die Stoffmenge des eingebauten Cytidins nc in 
der Probe berechnen. Durch Division durch die Anzahl der Cytidinnukleotide in der RNA erhalt man die Stoffmenge der 40 
RNA nRNA- Zur Berechnung der Anzahl der Cs geht liian im randomisierten Bereich davon aus, daS jede vierte Base ein 
Cytidin ist. Zuzuglich der Cyticlinbasen in den beiden Primerregionen sind statistisch 31,5 Cs in der RNA enthalten. 



45 



Fur eine spatere Amplifikation durch PGR wurde die RNA nach jeder Selektionsrunde nut der Reverse Transkriptase 
in cDNA umgeschrieben. Verwendet wurde eine Transkriptase mit einer RNase H-Deletion, d. h. die RNA wird bei der 
Transkription nicht verdaut, und es ist mogUch, mehrere DNA-Kopien von einem RNA-Strang herzustellen. Ahnlich wie 
bei der PCIR wird auch hier ein zum 3'-Ende komplementares Oligonukleotid benotigt, um ein DNA-RNA-Hybrid zu bil- 
den, welches anschlieBend von der Reversen lYanskriptase verlangert wird. 50 

Hybridisierung Reverse Transkription 

1 0 pi RNA (selektiert) 12 pi Annealingansatz 

2 pi Primer B (100 pM) 4 pi 5 x RT-Puf=fer 

Inkubation bei 70°C/10 min 2 pi DTT (100 mM) 55 

1 pi dNTP-Mix (10 mM/dNTP) 

Inkubation bei 46°C/2 min 

1 plRev.Trans. (200U/pl) 

60 

Man inkubiert eine Stunde bei 46-48X und fahrt dann sofort mit der PGR fort (1.3.1). 

1.3.4 Sequenzierung 

Die Sequenzierung erfolgt durch Anlagerung eines Sequenzierungsprimers an die einzelstrangige DNA, der dann von 65 
einer DNA-Polymerase enllang des Plasmids verlangert wird. Durch Zugabe von Didesoxyribonukleotiden, an die keine 
weiteren dNTPs gekoppelt werden konnen, kommt es statistisch zu einem Abbruch der Kettenverlangerung hinter jeder 
einzelnen Base. 
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Radioaktive Sequenzierung mit ^^S 

Bei der radioaktiven Sequenzierung mit ^^S wird zusStzlich zu den dNTPs auch noch ^^S-dATP (oder ^^S-dCTP) ein- 
gebaut, um eine Detekdon durcb Autoradiographie zu ermdglichen. 

Die Sequenzierung wurde niit dem Sequenzienings-Kit der Rrma Pharmacia durchgefuhrt. Durch \%rwendung des 
Universal- und des Reverse-Primers wird sowohl der Strang als auch der Gegenstrang sequenziert, wodurch man eine 
fehlerhafle Sequenzierung z. B. durch Ausbildung einer stabilen Sekundarstruktur besser erkennen kann. Damit die 
DNA einzelstrangig vorliegt, wird sie im ersten Schritt denaturiert. Nach der Hybridisierung des Primers wird die Probe 
riir die Sequenzierungsreaktion auf vier EppendorfgefaBe entsprechend der vier Basen verteilt und das jeweilige Dide- 
soxynukleotid zugegeben. Man laBt genau 5 min bei 37°C reagieren und bricht die Polymerisation durch Zugabe der 
StopLosung auf Eis ab. Die Halfte jeder Probe wird zur Auflrennung auf ein 6%-Sequenzierungsgel aufgetragen (sirfie 
3.2.1). Von d^ Gel wird ein Autoradiogramm erstellt, auf dem die jeweilige Sequenz abgelesen werden kann. 



1.) Denaturierung 

lOplPlasmid-DNA 

2,5 plNaOH(2M, frisch) 

Inkubation filr 10 min/RT 



2.) Hybridisierung 

10 pi Plasmid, denat 

2 pi Annealing-Puffer 

2 pi Primer (5 pmol/pl) 

Inkub. 20 min/37'*C und 10 min/ 

kT 
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3,75 pi Natriumacetat (3 M, pH 5,5) 
8,75 PIH2O 
75 pi Ethanol 

Etbanol^ung, Aufhehmen in 10 pi H2O 
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3.) Markierung 

14 pi Annealing- Ansatz 

3 pi Labelling-Mix (A-Mix) 

1 pi [a-^^S]-dATP (10 pCi/pl) 

2 pi T7-DNA Polym. (1,5 U/pl) 

4 min/RT 



4.) Abbruchrcaktion 

2,5 pi je A, C, G oder T-Mix 
4,8 pi Labelling- Ansatz 
37**Cy5 min 
6 pi Stop-Losung 



35 Sequenzierung mit dem ABI-Sequencer 

Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgt beim ABI-Sequencer durch Fluoreszenzmessung. Dazu arbeitet man mit 
Didesoxynukleotiden, die mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen modifiziert wurden und daher bei verschie- 
denen WeUenlangen fluoreszieren. Dadurch mu6 die Reaktion und die Auftrennung auf dem Gel fur die einzelnen Basen 

40 nicht getrennt durchgefuhrt werden, wodurch sich die Zahl der Proben um 75% verringert Die Sequenzierung wurde mit 
dem Kit von Peridn-Elmer nach der Methode des Cycle-Sequencing im Thermocycler durchgefiihrt. Wie bei einer nor- 
malen PGR bildet die Polymerase den Gegenstrang zur Template-DNA, nur dafi beim Cycle-Sequencing lediglich ein 
Primer vorhanden ist, also nur ein Strang vervielfSltigt wird, und daB durch Einbau der ddNTPs die KettenverlMngerung 
stadstisch an jeder Stelle des Templates abgebrochen whrd. Dadurch verringert sich die bendtigte Menge an DNA auf 

45 1/10 dner Plasmidisolierung. 

Sequenzierungsansatz TcmperaDnbedingungcn 

5 pi Plasmid 96'*C/2 min InitdenaL 

5 pi Primer (5 pmol/pl) universal/reverse 
^® 10 pi Sequenzierungsmix 96°C/15 sec Denat. 

50**C/15 sec Annealing 

60^*04 min Extension 

25 Zyklen 

55 

Da der tJberschuB der fluoreszenzmarkierten ddNTPs bei der fluorometrischen Analyse stort, werden diese durch Gel- 
filtration mit Spin Columns vorher abgetrennt. Dabei wurden CratriSep (Princeton Separation) bzw. Centriflex (Advan- 
ced Genetic Technologies Corp.) Spin Columns entsprechend der Anleitung verwendeL Die Centriflex-Saulen haben den 
Vorteil, daB sie bereits vorgequollen sind und daher direkt einsatzbereit sind. Eine AbUrennung der ddNTP durch eine Et- 

60 hanolfallung ist ebenfalls mogUch. Das ist gerade bei einer groBen Anzahl von Proben schneller und kostengCinstiger; je- 
doch gelingt die Abtrennung der ddNTPs nicht quantitativ, weshalb die Auftrennung der ersten 20 Basen auf dem Se- 
quenzgel nicht sauber gelingt Da aber die Sequenzierungsprimersequenz in einem gioBeren Abstand von dem Insert 
liegt, ist dies kein groBer NachteiL Die gereinigten Proben werden in der X^daiumzentrifuge zur lYockne eingeengt und 
in 2 pi Probenpuffer gelost 1-1,5 pi dieser Probe werdra anschlieBend auf das 6% denaturieiende Sequenzierun^sgel 

65 aufgetragen. Nach beendeter Hdctrophorese erfolgt die Zuordnung der Proben sowie die Oberpriifiing der Ausweitung 
des Computers. . __ 
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1.3.5 3'-Marlderung von RNA 

Die radioaktive 3'-Maridming erfolgt durch Veresterung der freien 3 -Hydroxylgruppe der RNA tnit der 5 -Mono- 
phosphatgruppe eines Cytidin-3 -[5'-^^]-diphosphats (pCp). Diese Ligation wird durch die T4-RNA-Ligase unter ATP- 
Hydrolyse katalysiert. 5 

Nach einer 18-stundigen Inkubation bei 4°C wird der Reakdonsansatz Uber ein 12%iges denaturierendes Polyacryla- 
midgel aufgereinigt, eluiert und mit Ethanol gefallt. 

Reaktionsansatz: 

12HlRNA(2pniol/pl) 10 

12 pi 3 X Ligase-Pufifer 

3 pi ATP (150 pM, frisch verdunnt) 

10pl[5'-%]pCp 

3 pi T4-RNA-Ligase (10 U/pl) 



1.3.6 5'-Markierung von RNA 
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Die Maddening des 5 -Endes der RNA erfolgt durch Kinasierung einer radioaktiven Phosphatgruppe an die 5 -Hydro- 
xylgruppe. Dazu muB zuerst die nach der TVanskription vorhandene TOphosphatgruppe der RNA mit Hilfe der alkali- 
schen Phosphatase abgespalten werden. £s wurde die alkalische Phosphatase aus Shrimps verwendet, da sie durch Erhit- 20 
zen auf 80*^0 fiir 10 min fOr die anschlieBende Kinasierung inaktiviert werden kann. Die T4'Polynukleotid-Kinase kann 
nun den radioaktiven Phosphatrest vom [y-^^j-ATP auf die RNA ubertragen. Nach beendeter Reaktion reinigl man uber 
ein 12%iges denaturierendes Polyacrylamidgel auf und fallt die RNA mit Ethanol. 

Dephosphoiylierung: 25 
7 pi RNA (2 pmoypl) 

1 pIlO X Phosphatase-Pufifer 

2 pi alkalische Phosphatase, Shrimps (1 U/pl) 
Inkubation bei 37°C/1 h 

3plEDTA(0,lM) 30 
80°C/10 min. anschlieBend 0°C/5 min 

Kinasierung: 

23 pi Dephosphorylierungsansatz 

3 pi H2O 35 

5 pi 10 X Kinase-Puffer 
1,6 plDTT (100 mM) 

3 pi MgCl2(100mM) 
10 pi [y-^^P]-CTP 

4 pi T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/pl) 40 

1.3.7 Nukleolytische Spaltung von RNA 

Es gibt viele Ribonukleasen, die RNA in Abhangigkeit von ihrer Sekundarstruktur schneiden. Aus dem Spaltungsmu- 
ster einer limiderten Spaltung mit diesen RNasen sollte daher eine Aussage uber die Sekundarstruktur der zu unlersu- 45 
chenden RNA moglich sein. Die Enzymkonzentration und die Inkubationsdauer miissen dabei so gewahlt werden, daB 
kein voUstandiger Verdau der RNA auftritt. Etwa 50% der eingesetzten RNA sollte unverdaut bleiben, damit statistisch 
nur eine Spaltung pro Molekiil auftritt. 

Vor der enzymatischen Spaltung wurde die RNA wie auch wahrend der Selektion fiir 5 min bei 90^C in Bindungspuf- 
fer denaturiert und anschlieBend in 20 min auf RT abgekuhlt. Die Spaltungsreaktionen wurden in einem Volumen von 50 

6 pi in silikonisierten EppendorfgefaBen durchgefuhrt Die Reaktion wird durch Zugabe von 6 pi Probenpufifer gestoppt 
und die Proben auf Eis gestellt 54 des Reaktionsansatzes werden auf einem 25%igen denaturierenden Polyacrylamidgel 
aufgetrennt und anschlieBend durch Autoradiographic sichtbar gemacht 

Spaltung mit Ribonuklease Ti 55 

Ribonuklease Tl (aus Aspergillus oryzae) spaltet spezifisch einzelstrangige RNA auf der 3'-Seite von Guanosinnu- 
kleotiden (Gp ] Np). Diese Nuklease ist in der Lage unter nativen als auch unter denaturierenden Bedingungen (7 M 
Hamstoff) zu spalten. Die Spaltung unter denaturierenden Bedingungen ennoglicht eine spatere Zuordnung der Basen 
auf dem Autoradiogramm, wahrend man aus der nativen Spaltung AufschluB iiber einzelstrangige Regionen erhalten 60 
kann. 

denatarierende Spaltung native Spalning 

2 pi RNA (ca. 150000 cpm) 2 pi RNA (ca. 150000 cpm) 

1 pi t-RNA (6 pg/pl) 3 pi t-RNA (6 pg/pl) 65 

2 pi Ti-Spaltungspuffer 0,7 pi H2O 
0,4plH2O 0.3plRNaseTi 
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denaturierende Spalmng native Spalomg 

0,6 pi RNase Ti 20 nuD/Raumtemperatur 

Spaltung mit Ribonuklease T2 

Ribonuklease T2 (aus Aspergillus oryzae) spaltet sequenzunabhangig einzelstrangige RNA unter Freisetzung von Oli- 
gonukleodden mit 3 -Phosphatgruppen. RNase T2 kann daher in Kombination mit RNase 51 fur die Identifizierung nicht 
basengepaarter Bereiche eingesetzt weiden. 



native Spaltung: 

2 pi RNA (ca. 150000 cpm) 

3 pi t-RNA (6 pg/pl) 
0,7 pi H2O 

15 0,3 pi RNase T2 (5,75 U/pl) 
20 min/Raumtemperatur 



Spaltung mit Ribonuklease Si 



20 Die Nuklease Si (aus Aspergillus oryzae) spaltet wie die RNase T2 sequenzunabhSngig einzelstrangige Bereiche der 
RNA. Im Gegensatz zur RNase T2 w^en bier jedocfa 01igonukleotid-5'-phosphate fireigesetzt 

native Spaltung: 
2 pi RNA (ca. 150000 cpm) 
25 3 pi t-RNA (6 pg/pl) 
0,7plH2O 

0,3 pi RNase Si (0,4 U/pl) 
20 min/Raumtemperatur 

30 Spaltung mit Ribonuklease Vi 

Mit der Ribonuklease Vi (Cobra Venom) lassen sich bevorzugt doppelstrangige Bereiche der RNA sequenzunabhan- 
gig spalten. Wie bei der Spaltung mit RNase 5* werden auch hier Oligonukleotid-5 -phosphate freigesetzL 

35 native Spaltung: 

2 pi RNA (ca. 150000 cpm) 

3 pi t-RNA (6 pg/pl) 
0,6plH2O 

0,4 pi RNase Vi (0,72 U/pl) 
40 20 min/Raumtemperatur 

1.3.8 Partielle alkalische Hydrolyse von RNA 

Unter alkalischen Bedingungen ist RNA im Gegensatz zur DNA instabiL Uber einen zyklischen 2',3'-Phosphat-t)ber- 
45 gangszustand entstehen Spaltprodukte mit einer 5'-Hydroxylgruppe. Durch eine zeitliche Begrenzung der alkalische Hy- 
drolyse kann man die RNA so spalten, daB Oligoribonukleotide jeder moglichen Lange entstehen. TVagt man dieses Re- 
aktionsgemisch auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel auf so erhalt man nach der Autoradiographie eine Alkalileitei; 
die fur die Zuordnung der Spaltprodukte der enzymadschen RNA-Spaltung verwendet werden kann. Die Reakdon wurde 
duich Zugabe von 6 pi Probenpuffer gestoppt und bis zum Auftragen auf das Gel auf £is gestellt. 

50 

Reakdonsansatz: 

3 pi RNA (ca. 150000 cpm) 

l,5plt-RNA(6 pg/pl) 

4,5 pi AlkaH-Puffer (50 mM NaOH, 1 mM EDTA, ftisch angesetzt) 
55 45-60 sec/120*'C 

1.4 Vorbereitung der Affinitatschromatographie 
1.4.1 Immobilisierung der Peptide auf Sepharose 
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Fiir die affinitStschromatographische Selection mtissen die Peptide auf einem 'Q^germaterial immobilisiert werden. 
Die Immobilisierung soil reversibel sein, um eine Elution der spezifisch bindenden RNA als RNA-Peptid-Komplex zu 
ermoglichen. Daher soUen Peptide iiber Disulfidbriicken an Thiopropyl-Sepharose 6B gekoppelt werden. Um das zu er- 
moglichen, mussen die Peptide eine freie Thiolgruppe besitzen, weshalb das PA4(l-40) lind pA4(l-16) mit einenj Cy- 
65 stein am N-terminalen Ende synthetisiert wurden und folglich bzw. 17 Aminosauren enthalten. 

Zum (JueUen suspendiert man 1,4 g Thiopropyl-Sepharose 6B in 30 ml Wasser und schwenkt fiir 15 min. AUe ver- 
wendeten Losungra soUten vor der Benutzung durch 10 min. Ultraschallbehandlung entgast werden, um eine Oxidation 
der Sulfidgruppen durch Luftsauerstoff zu vermeiden. Man filtriert ab und wascht mit 3 x 50 ml Wasser. Das gequollene 
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Gel wird in 25 ml einer Losung aus 88 pM pA4 (1-16), 12 pM Tris, pH 7,5, 500 xnM NaCl, 1 mM EDTA suspendiert und 
fur 1,5 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Bei der Immobilisiearung des PA4(1-40) muB aufgrund der 
groBen Tendenz zur Aggregation und der damit veibundenen UnlSslichkeit die Immobilisierung in einer 60%igen Hexa- 
fluorisopropanollosung (LTFEP) durchgefuhrt werden. Dazu suspendiert man das in 25 ml einer Losung aus 45 pM 
pA4(l^), 10 mM Tris-HCl, pH 7,7 und schwenkt fiir 1,5 h bei RT. 5 

Man filtriert das Gel ab und wascht mit 2 x 50 ml einer 0,1 M Natriumacetatlosung, pH 6,0. Um von nicht reagierten 
Thiolgruppen des Gels die Schutzgruppen abzuspalten und reaktiven Thiolgruppen zu blockieren, wurde das Gel fiir 45 
min unter Schwenken in 20 ml 2-Mercaptoethanol (5 mM, 0,1 M NaOAc, pH 6) suspendiert. Das SSuIenmaterial wird 
zweimal mit 50 ml Bindungspufifer gewaschen und bei 4°C unter Bindungspuffer aufbewahrL 

Fiir die \fersaule wurde das Saulenmaterial wie oben beschrieben behandelt, jedoch ohne die Zugabe des Peptids, Hier lo 
wurden alle Thiopyridylgruppen durch 2-Mercaptoethanol substituiert 

1.4.2 Bestimmung der P^ddkonzentxation auf dem Saulenmaterial 

Zur Bestimmung der Beladung des Saulenmaterials wurde das Peptid von 100 pi Saulenmaterial durch reduktive Spal- 15 
tung der Disulfidbnicken abgespalten. Dazu eluiert man das Peptid von der Saule, indem man zweimal 500 pi Elutions- 
puflfer langsam durch die Saule flieBen iSBt (30 pl/min). Die Konzentration des Peptids im Eluat wurde auf zwei Arten 
bestimmt. 

Protein-Assay 20 

Die Konzentration des Peptids im Eluat konnle beim PA4(1-16) durch den Coomassie-Protein- Assay bestimmt wer- 
den. Dazu gibt man 500 pi des Eluats mit 500 pi Coomassielosung (Pierce) zusammen, schiittelt und miBt die Absorption 
in einer 1 ml Einwegkuvette bei 595 nm. Die Konzentration erhalt man bei Vergleich mit einer Eichkurve, die bei ver- 
schiedenen bekannten Konzentrationen aufgenommen wurde. Da die Absorption nicht zeitlich konstant ist, ist es wich- 25 
tig, daB die Messung inrnier nach der gleichen Zeit nach der Zugabe der Coomassielosung durchgefuhrt wird. Aufgrund 
der Aggregation in waBrigen Losungen, konnte die Peptidkonzentration des PA4(l-40) nicht durch den Proteinassay be- 
stimmt werden und wurde deshalb durch AminosSureanalyse ermittelt. 

Aminosaureanalyse 30 

200 pi des Eluats (1 ml) wurden in einem Dansylglaschen zur TYockne eingeengt und durch Gasphasenhydrolyse sauer 
hydrolisiert. Dazu stellt man das Dansylglaschen in ein 40 mi GefaB mit SchraubverschluB und Hahn zu etwa 3 ml 5,7 M 
Salzsaure. Durch Evakuieren des GefaBes und Erhitzen auf 150°C fur 1 h wird die Probe hydrolisiert. Man engt die 
Probe im Vakuum ein und nimmt sie in 100 pi Wasser auf. 20 pi dieser Losung wurden fiir die Aminosaureanalyse nach 35 
den Kopplungsschritten des Edman-Ahhaus mitPhenylisothiocyanatderivatisiert. Die Auftrennung der Aminos auren er- 
folgte durch HPLC auf einer ABT PTH RP CIS Saule (5 pm, 220 x 2,1 mm) mit einem binaren Gradientensystem (Puf- 
fer A: H2O, Puffer B: 5% w/v Tetrahydrofuran, 6 mM Natriumacetat, pH 4,2), Die Stoffmengen der Aminosauren des 
Peptids wurden durch Vergleich der Peakhohe der Aminosauren mit einer Referenzsubstanz bekannter Konzentration be- 
rechnet Nach Division der Stofifmenge durch die Anzahl der Reste im Peptid und Mittelung uber 10 Aminosauren erhalt 40 
man die Konzentration des Peptids im Eluat und damit die Beladung des Saulenmaterials. Die Aminosaureanalyse wurde 
von Dr. Schroder durchgefuhrt 

1.4.3 Silikonisierung der Saulen 

45 

Um die Adsorption der RNA an der Oberflache der Saulen bzw. der Fritten moglichst gering zu halten, wurden diese 
vor der Benutzung silanisiert Dazu spult man die Saulen mit Tbluol und fullt sie anschlieBend mit einer 5%igen Losung 
aus Dichlordimethylsilan in Toluol. Nach ein bis zwei Stunden wird diese Losung entfemt, die Saulen mit Toluol und an- 
schlieBend mit Wasser mehrmals griindlich gewaschen. 

50 

1.4.4 Optimierung des Bindungspuffers 

Um nichtspezilische Wechselwirkungen der RNA zu unterdriicken, wurden die Salzkonzentrationen im Bindungspuf- 
fer auf das Saulenmaterial abgestimmt. Dazu wurde die NaCl-Konzentration zwischen 150-500 mM und die MgCl2- 
Konzentration im Bereich von 5-50 mM variiert Die Bedingungen, unter denen am wenigsten RNA auf der Saule ge- 55 
bunden wurde, sollten fiir die Selektion verwendet werden. 

1.4.5 Durchfuhrung der in vitro-Selektion 

Die Selektion der hochaffinen RNA-Molekiile wurde affinitatschromatographisch auf kleinen Saulen (Mobicols, Mo 60 
Bi Tec) mit 100 pi Saulenvolumen durchgefuhrt. In jeder Selektionsrunde wurde eine Xforsaule (ohne Peptid) und eine 
Hauptsaule (Affinitatssaule) verwMidet. Die radioakdv markierte RNA wurde in Bindungspuffer auf eine Konzentration 
von 2,5 pM eingesteUL Damit die RNA in ihrer stabilen Konformation vorliegt, denaturiert man fiir 5 min bei 90°C und 
renaturiert durch 20 minutiges Abkiihlen auf Raumtemperatur. 200 pi dieser RNA tragt man auf die Vorsaule auf. Ledig- 
lich in der ersten Selektionsrunde wurde aufgrund der groBen RNA-Menge von diesem Protokoll abgewichen und bei ei- 65 
ner doppelt so groBen Konzentration ca. 2,5 mnol RNA eingesetzt. Das Saulenvolumen der Hauptsaule wurde auf 250 pi 
vergroBert. Die Vor- und Hauptsaule wurde in der ersten Runde mit 3 ml Bindungspuffer gewaschen, wahrend sie in alien 
folgenden Runden nur noch mit 2 ml Puffer gewaschen wurde. Im AnschluB wurde das Peptid mit der bindenden RNA 
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nach Entfemung der Vorsaule mit 1 ml ELutionspuffer von der Saule in ein silikonisiertes EppendorfgefaB eluiert. 

Um einen moglichst konstanten Flufi durcb die SSUile zu erhalten, wurde eine Peristaltikpumpe eingesetzt Der Bin- 
dungspuffer wurde in 500 jil P(»tioneo auf die Saule gegeben und gelangt durch Anlegen eines leichten t)berdnjcks mit 
Hilfe der Piimpe durch die VarsSule auf die HauptsSule. Nun wird die Pumpe erst an die Hauptsaule angeschloss«i, be- 
s vor die nachste Portion Puffer auf die Vorsaule aufgetragra werden kann. Der Rufi durcb die S^ulen soil etwa 
33-35 ^1/min betragen. 

Nacb beendeter Hution wird die RNA-Konzentratian der Wasch- und Elutionslosung sowie der Saulen durch Ceren- 
kov-.Zahlung bestimmL Das Fluat wird in einer \ycuumzentrifuge auf ca. 400 pi eingeengt und zur Entfemung des Pep- 
tids mit Phenol und Chloroform extrahiert Mit Ethanol unter Zusatz von Glycogen (40 pg) wird die RNA gefalit und an- 
10 schlieBend revers transkribiert. Die DNA wird durch PGR amplifiziert und fUr die nSchste Selektionsrunde durch Ihai- 
skripdo^ in RNA umgeschrieh^i. Wenn kein waterer Ansdeg der spezifisch eluiertra RNA mehr beobachtet wird, kann 
die Selektion abgebrochen werden. Um das Gemisch der unterschiedlichen Sequenzen analysieren zu konnen, separiert 
man die Sequenzen durch Klonimng in BakteiienzeUen. 

IS 1 .4.6 Bestimmung der Dissoziationskonstanten 

Die affinitatschromatographische Bestimmung der Dissoziationskonstanten wurden mit Hilfe von Econo-Saulen (Bio- 
Rad) durchgefiihrt, da diese ein groBeres \blumen besitzai, als die wahrend der Selektion verwendeten Mobicols. Hn 
genugend groBes Saulenbettvolumen ist entscheidend, damit die aufgetragene Menge RNA (10 pi, 100 nM) als scharfe 
20 Bande durch die SSule wandem kann. Es wurde mit 800 pi SSulenmaterial gearbeitet, wodurch sich ein Saulenvolumen 
von 810 pi orgibt (Volumen des Hahns etc.). Nach Auftragen der radioakdv markioten RNA wascht man die Saule so- 
lange mil Bindungspuffer; bis keine Radioaktivitat mehr auf der S^ule detektiert werden kann. Anfangs fangt man das 
Eluat tropfenweise auf um das Totvolumen moglichst genau bestimmen zu konnen. Spater genugen 500 pi Fraktionen. 
Durch Einsatz einer Pumpe und eines Fraktionssammlers kann die Bestimmung automatisiert werden. 

25 

1.5 Mikrobiologische Methoden 

Fur die Transformation von Epicurian Coli Zellen muB die DNA in einen Vektor ligiert werden. Verwendet wurde hier 
der pPCR-Script Amp SK(+) cloning vector (Stratagene), ein Abkdmmling des pBluescript II SK(+) phagemids, der ein 

30 Gen fiir AmpiciUinresistenz sowie einen lac Promotor und einen T7-RNA Polymerase Promotor enthalL Innerhalb des 
SK multiple cloning siles befindet sich eine seltene Srf I-Schnittstelle (5 -GCCC/GGGC-S*), die eine Ligation der blunt- 
ended PCR-Produkte der Selektion mit dem geschnittenen \fektor ermoglicht. Da fiir die PCR standardmaBig die Pfii 
DNA Polymerase verwendet wurde, ist eine Aufarbeitung der DNA nicht notig. Anders ware das bei \ferwendung von 
Taq Polymerase, da diese haufig eine weitere Base an das Kettenrade hangt Die Restriktionsspaltung des \fektors, sowie 

35 die Ligation des DNA-Inserts konnen gleichzeitig in einem GeftiB durchgefiihrt werden. Durch die gleichzeitige Aktivi- 
tat des Restriktionsenzyms und der Ligasee liegt ein Gleichgewicht zwischen geschnittenem und ungeschnittenem Vek- 
tor vor, bis durch Ligation des Inserts die Srf I RestriktionsschnittsteUe verloren geht, und der \fektor nicht mehr gespal- 
ten werden kann. 

Diese Plasmide werden nun in superkompetente Epicurian Coli Zellen XLI-Blue MRP Kan (Stratagene) eingefUhrt 
40 und auf Agarplatten ausgestrichen, die X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-PJD-galactopyranosid), IPTG (Isopropylthio- 
P4^-galactosid) sowie das Antibiotikum Ampicillin enthalten. Aufgrund des Antibiotikums kSnnen nur die Zellen auf 
dem Medium wachsen, die durch Aufoahme eines Plasmids eine AmpiciUinresistenz besitzen. Die Zellen, die ein nicht 
rekombinantes Hasmid aufgenommen haben, besitzen ein intaktes Gen fur die P-Galactosidase, die durch Spaltung des 
X-Gals einen blauen Farbstoff &eisetzt. Diese Zellen farben sich blau. Die weiBen IColonien stellen die transformierten 
45 Bakterien dar, die genau ein rekombinantes Plasmid enthalten, das beliebig vermehrt werden kann. 

1.5.1 Ligation 

Vor der Ligation wird die DNA unter Zugabe des gleichen Volumens einer 4 M AmmoniumacetatlSsung (anstelle des 
50 Nattiumacetats) und des 2,5fachen Volumens an Ethanol gefallL Das Pellet wird in TE-PufiFer aufgenommen. 

Das Verhaitnis von Insert. Rasmid soil zwischen 40 : 1 und 100 : 1 liegen. Es wurde ein Veriialtnis von 70 : 1 gewahlt, 
was eina: Menge von 364 ftnol Insert pro Standardansatz entspricht 

Ligationsansatz: 
55 1 pi pPCR-Script Amp SK(+) cloning vector (10 ng/pl) 

1 pi 10 X PCR-Script-Puffer 

0,5 pi ATP (10 mM) 

3 pi TCR Produkt (364 ftnol) 

1 pi Srfl Restriktionsenzym (5 U/pl) 
60 1 pi T4-DNA-Ligase (5 U/pl) 

ad 10 pi mit H2O auffiiUen 

Man laBt eine Stunde bei RT reagieren, erhitzt fur 10 min auf 65*'C und stellt die Probe bis zur TVansformation auf Eis. 
65 1.5.2 Transformation 



Durch eine spezieUe Salzbehandlung ist es moglich, Zellmembranen DNA-permeabel (kompetent) zu machen und zu 
einer Aufhahme eines Plasmids zu bringen. Fiir die Transformation wurden jedoch kauflich erhSltliche kompetente Zel- 
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len verwendet Diese sind schon gegentiber kleinen Ifemperaturschwankungen sehr empfindlich und mussen deshalb im- 
mer bei -80**C gelagert werden bzw. wahrend des Aliquotierens permanent auf Eis stehen. 

Weiteriiih ist es wichtig, die Dauer des 45 s Temperaturintervalls genau einzuhalten. Etwa Vi h vor dem Ausstreichen 
der Zellen soUten die ampiciUinhaltigen Agarplatten (100 pg/ml) mil 20 pi IPTG (0,2 M) und 20 pi X-Gal (10% (w/v) in 
DMF) uberschicbtet werden. Man bereitet je Transformationsansatz drei Agarplatten vor, trSgt jeweils 100, 150, bzw. 5 
2(X) pi Ansatz auf und verstreicht ihn mil einem gebograen Glasstab auf der Agaroberflache. Die Agarplatten laBt man 
etwa 18 h im Brutschrank bei 37**C inkubieren. 

Transformationsansatz: 

40 \x\ Epicurian Coli XLl-Blue MRF Kan supercompetentc Zellen lo 

0,7 pi b-Mercaptoethanol (1,5 M) 

10 min auf Eis inkubieren, alle 2 min scbiitteln 

2 pi Ligationsansatz 

3() min auf Eis inkubieren 

45 sec/42°C, direkt anschlieBend auf Eis 15 
450 pi SOC-Medium (vorgewarmt auf 42°C) 
37*^ai h schutteln 

auf Agarplatten mit X-Gal, IPTG und Ampicillin ausstreichen, 37**C/18 h inkubieren. 

1 .5.3 Isolierung der Hasmide 20 

Die nach der TVansformation auf der Agarplatte erhaltenen weiBen Klone werden ndt Hilfe eines sterilen Holzstab- 
chens (Zahnstocher) gepickt und in 3 ml Obemachtkultur bei 37°C im Schiitlelwasserbad vermehrt. Von jeder Kultur 
wird eine Glycerinkultur fiir eine eventueUe spatere Verwendung aufbewahrt. Dazu homogenisiert man 0,5 ml einer Kul- 
tur mit dem gleichen Volumen Glycerin, friert die Probe in fliissigem Stickstofif ein und lagert sie bei -80°C. Die restli- 25 
chen 2,5 ml werden in zwei Portionen in ein EppendorfgefaB iiberfiihrt und die Zellen bei 13(XX) Upm, 2 min lang ab- 
zentrifugiert Der Uberstand wird verworfen und die Zellen in 5(X) pi STB-Puffer unter Schutteln suspendiert. Man pel- 
letiert emeut und suspendiert anschlieBend fur 10 min in 100 pi Lysatlosung I. Man gibt 200 pi Lysatlosung 11 zu und 
schwenkt die Proben vorsichtig wahrend der 20 miniitigen Inkubation auf Eis. In diesem Schritt erfolgt die Lysis der Zel- 
len. Durch Zugabe von 150 pi Lysadosung ITT wird die chromosomale DNA bei 0°C/15 min gefallt. Dabei diirfen die 30 
Proben nur vorsichtig gemischt werden (nicht vortexen), um ein ZerreiBen der DNA durch die Scherkrafte zu vermeiden. 
Die Zelltrunmier und die chromosomale DNA werden bei 13000 Upm/15 min ab zentrifugiert und der Oberstand in ein 
neues EppendorfgefaB uberfuhrt. Man extrahiert mit Phenol (pH 4,5-5) und Chloroform, fallt mit Ethanol und lost das 
Pellet in 50 pi TE-PufiFer. Da in diesen Proben die mRNA der Zelle noch enthalten ist, diese das Ergebnis der Sequenzie- 
rung auf einem ABI-Sequencer jedoch stort, muB noch ein RNA-Verdau durch Zugabe von 250 pi ST-Puffer aus dem 35 
Plasmid-Isolierungskit (siehe unten) durchgefiihrt werden. Man fallt emeut mit Ethanol und lost die Probe in 50 pi Was- 
ser. 

Altemativ zu dieser Isolierung wurde auch ein Kit (Nuclecbond AX20, Macherey-Nagel) verwendet Hierbei wurde 
entsprechend der Vorschiift vorgegangen. 

Die Reinheit und die GroBe der Plasmide wurden gelelektrophoredsch auf einem 1 %igem Agarosegel iibeipnift (siehe 40 
1.2.1). 

1 .6 Charakterisierung der Aptamere 

Die Primarstrukturen der Aptamere wurden mit Hilfe eines Computerprogramms auf homologe Bereiche untersucht 45 
Dazu wurde ein Progranun in Pascal geschrieben, das die Sequenzen als Textdatei einliest und auf Modve variabler 
Lange bin veigleicht. Es werden alle Modve, die mehrmals auftreten, mit der Nummer der Sequenzen, in denen sie vor- 
gefunden wurden, in einer Textdatei ausgegefoen. Diese Date! kann mit einem Textverarbeitungsprogramm bearbeitet 
Oder ausgedruckt werden. 

50 

2 Ergebnisse 

Die groBe Bedeutung des Amyloids im Verlauf der Alzheimerschen Krankheit ist unbestritten, obwohl die Ursachen 
der Krankheit immer noch unbekannt sind. Es konnte jedoch gezeigt werden, daB die Ablagerungen dieses Peptids in den 
Gehimen der Patienten neurotoxisch wirken, Durch Einsatz der PNA-Technologien wurden mit Hilfe der in vitro-Selek- 55 
don hochaffine RNA-Molekiile gegen das Amyloid und ein Amyloidfragment. Diese Aptamere konnen beispielsweise 
als Hilfsmittel zur weiteren Erforschung der Krankheit dienen, konnen aber auch Hilfsmittel fiir die Diagnose von Alz- 
heimer sein. Bs existieren Studien, die besagen, daB der Amyloidgehalt im Blut von Alzheimer-Padenten sich von dem 
gesunder Menschen unterscheidet (Li et al., 1995, Rosenberg et al., 1997, Di Luca et al., 1998). Dies zeigt, daB fur diese 
weitverbreitete Krankheit mit der Erfindung eine Diagnose und wirkungsvoUe Medikamente eroffhet werden. 60 

Aptamere besitzen ahnliche Eigenschaften wie Antikorper, haben den Antikorpem gegenuber aber einige Vorteile. Sie 
sind kl einer und konnen durch chemische Synthese in hoher Reinheit produziert werden. Die chemische Synthese erlaubt 
auch eine gezielte Modifizierung bzw. den Einbau von Reportermolekiilen, was fur einen Einsatz in der Forschung und 
Diagnose von groBem Interesse ist 

In den Amyloid-Plaques in den Gehimen von Alzheimer-Padenten findet man das Amyloid in der unlosUchen p-Falt- 65 
blattstruktur vor. Der Ubergang von der loslichen a-Helix- bzw. Knauelform in die P-Faltblattstruktur verlauft in waBri- 
ger Losung reladv schnell und ist abhangig von einigen Parametero, wie z. B. der Salzkonzentradon und dem pH-Wert 
Es konnte gezeigt werden, daB die Anderung der Konformation von den unpolaren Aminosauren am C-terminalen Ende 
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des Amyloids ausgehL Durch \ferkurzen des Amyloids kann man daher P^tide erzeugen, die sich wesentlich langsamer 
bzw. fast gar nicht in die unlosiiche P-Faltblattstruktur umwandeln. Da diese verkiirzten Peptide deutlich einfacher zu 
handhaben und zudem auch noch kostengiinstiger sind, sind in den Ausfuhrungsbeispiel^ auch Aptamere gegen ein 
Fragment des Amyloids voigestellt Da nicht gewahrleistet ist, daB das Aptamer gegen das Fragment auch das Amyloid 
5 erkennt, ist aber auch gegen das komplette fiA4 selektiert woiden. £s w§re denkbai; dafi man auf diese Weise auch Ap- 
tamere gegen die Idsliche und unldsliche Konformation gewinnen konnte. Die beiden Peptide wurden chemisch synthe- 
tisiert und von Schering AG zur Vetfiigung gestellt 
Cys-PA4(1-16): 

NH2-<:ys-Asp>Ala.Ghi-I^e-Aj:g-His.Asp-Ser<}ly-TVr-Glu-Val-ffis-^^ 
10 Cys-PA4(l-40): 

NH2<:ys-Asp-Ala-Glu-Phe^Arg-ffis-Asp-Ser-Gly-Ty<jlu-Val-ffis-ms-Gln-Lys-^^ 
Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-ne-ne<jly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-COOH 

2.1 Immobilisierung der Peptide 

15 

Fiir die Selektion durch Af&nitatschromatographie wurden die beiden Peptide reversibel auf einer Matrix immobili- 
siert Dazu wurden die Peptide mit einem Cy stein am N-terminalen Ende synthetisiert, um eine Immobilisierung auf 
Thiopropyl-Sepharose 6B (Pharmacia) iiber Disulfidbriicken zu ermoglichen. Die freie Thiolgruppe des Peptids substi- 
tuiert die Pyridylgruppe, die durch Umwandlung in das stabile 2-Thiopyridon eine sehr gute Abgangsgruppe darstellt 

20 Durch Waschen mit Dithiothreitol (DTT) kann die Disulfidbrucke reduktiv gespalten wexden und das Peptid wieder von 
der Matrix eluiert werden. Da das bei der Immobilisierung fteigesetzte 2-Thiopyridon bei 343 nm absorbiert, soUte eine 
Bestimmung der Konzentration des Peptids auf dem Saulenmaterial durch photometrische Konzentrationsbestimmung 
desfreigesetzten Thiopyridons mdglich sein. Diese Methode fiahrte jedoch zu hohen, nicht repioduziexbaren \N%rten. Da- 
her wurde das Peptid von 100 pi SSulKimaterial mit DTT eluiert und die Konzentration im Eluat mit Hilfe des Coomas- 

25 sie Pcoteinassays bestimmt Da der Assay nicht linear ist, muBte zuvor eine Standardkurve mit verschiedenen Peptidkon- 
zentradonen aufgenommen werden. Durch Messung der Absorption bei 595 nm und Vergleich mit der Standardkurve 
wurde beim PA4(T-16) eine Beladung von 46 pM ermittelt. 

Aufgrund der hohen Tendenz zur Aggregation konnte dieser Assay beim pA4(l-40) nicht verwendet werden. Deshalb 
wurde die Konzentration des Peptids im Eluat durch Aminosaureanalyse bestinunt. Dazu wurde das Eluat hydrolysiert 

30 und auf einen Proteinsequencer aufgetragen. Durch Mi ttelung der Peakflachen der einzelnen Aminosauren und \fergleich 
mit einer Probe bekannter Konzentration konnte die Konzentration auch beim PA4(l-40) bestimmt werden. Die Bela- 
dung des Saulenmaterial mit PA4(1-16) lag bei dieser Bestimmung bei 40 pM, wahrend sie beim pA4(l-40) 4 pM ent- 
sprach. 

35 2.2 In vitro-Selektion 

Erstellung der RNA-Bibliothek 

Die RNA-Bibliothek entsteht durch in vitro-Transkription aus einer DNA-Bibliothek, die chemisch an einer Festphase 

40 synthetisiert wurde. Sie wurde mit Hilfe einer Synthesemaschine als einzelstrangige DNA, bestehend aus zwei Primera 
aus jeweils 20 Nukleotiden und einer 70 Nukleotide langen randomisierten Region, erstellt Fiir die Synthese von 3' in 5' 
Richtung wurde die iibliche Phosporamiditchemie verwendet Den zufaUigen Einbau der vier Nukleotide erreicht man 
durch Verwendung einer L5sung aus alien vier DNA-Phosporanuditen, wobei die unterschiedliche Reaktivitat im Mi- 
schungsverhaitnis berucksichtict wurde (dA : dG : dC : dT = 3 : 2, 5 : 2, 5 : 2). Bei einem randomisierten Bereich aus 70 

45 Nukleotiden sind theoretisch 4'"' oder 1,4 • 10*^ verschiedene Molekiile denkban Dies entspricht allerdings 2,3 • 10^* mol 
Oder 8,2 • 10^^ kg. Dagegen ist die tatsachlich synthetisierte Menge von ca. 10^^ Molekulen so gering, daB es statistisch 
sehr unwahrscheintich ist, daB zwei gleiche Molekule synthetisiert wurden. Die Ausbeute jeder einzelnwi Kopplung der 
Synthese lag uber 99% und konnte durch die Abspaltung der THtyl-Schutzgruppe verfolgt werden. Jedoch lag die Ge- 
samtausbeute aufgrund der vielen Kopplungen und der groBen Verluste bei der Aufreinigung iiber ein Polyacrylamidgel 

50 lediglich bei knapp 2% oder 3,8 nmoL Von dieser DNA miissen die Molekiile abgezogen werden, die aufgrund von Feh- 
lem bei der Synthese (z. B. keine voUstandige Abspaltung der Schutzgruppe, Abspaltung der Basen etc.) nicht durch 
PGR amplifizierbar sind. Dazu wurde eine Probe dieser DNA in einem PCR-Zyklus mit radioaktiv markierten Desox- 
ynukleotid umgesetzt und die Menge an produzierten Gegenstrang quantifizierL Der Anteil an durch PGR amplifizierba- 
rer DNA lag bei 42% oder 1,6 imioL Daraus eigibt sich eine Komplexitat von ca. 1 • 10^^ Molektilai. 

55 Die einzelstrangige DNA-Bibliothek wurde durch PGR zum Doppelstrang komplettiert und vervielfaltigt. Dabei 
wurde zusatzlich durch Verwendung eines verlangwten Primers die 17 Nukleotide lange T7-Promotorsequenz eingefiigt, 
die fOr eine Transkription in RNA benotigt wurde. Bei dieser PGR-Reaktion lag das Ziel in einer kleinen Vermehrung ei- 
n«r sehr groBen DNA-Menge. Der DNA-Pool wurde um den Faktor 13 vervielfaltigt 

60 Durchfiihrung der Selektion 

Die Selektion fiir das PA4(1-16) und das PA4(l-40) wurden unter gleichoi Bedingungen durcbgefiihrt Der verwen- 
dete Bindungspuffer (10 mM TOs-HGl, pH 74, T50 mM Nad, 5 mM MgCl2. 1 mM EDTA) wurde so an die Seldctions- 
bedingungra angepafit, daB in einer Testselektion die unspezifischen Wechselwirkungen auf der Selekitionss^ule mini- 
65 miert wurden. Die Selektion wurde in KunststofFsaulen mit einer kleinen Fritte am unteren Ende und einer groBen t'ritte 
uber dem Saulenmaterial durchgefuhrt Die Saule sowie die Fritten wurden vor der Selektion silikonisiert, um eine Ad- 
sorption der RNA so gering wie moglich zu halt^. Weiterhin wurde nach der Ethanolfallung der RNA im AnschluB an 
die T7-Transkription nur noch. mit silikonisierien EppendorfgefaBen gearbeitet In jeder Selektionsrunde wurde mit einer 
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Vorsaule mit Saulenmaterial ohne Peptid gearbeitet, um RNA-Molekiile abzutrennen, die spezifisch an das Saulenmate- 
rial binden. Da die RNA-Menge, die in der ersten Runde auf die SSule aufgetragen wurde, um ein ^^elfaches grOBer war 
ak in den folgenden Runden, wurde das SSulenvolumen der Hauplsaule auf 250 pi vergroSert, wahrend das Volumen der 
Vorsaule in alien folgenden Runden konstant bei 100 pi gehalten wurde. In der ersten Runde wurden 2,3 nmol des hybri- 
disierten RNA-Pools, entsprechend durchschnittlicb 1,4 Kopien pro Sequenz, mit einer Konzentration von 5 pM auf die 5 
Saule aufgetragen und mit 3 ml BindungspufiFer gewaschen. Durch anschlieBendes Waschen mit 1 ml Hutionspuffer 
wurden die Disulfidbriicken gespalten und das Peptid mit der spezifisch bindenden RNA eluiert. Das Peptid wurde durch 
Phenol/Chloroform-ExU-aktion abgetrennt, die RNA mit Ethanol gefallt und in cDNA revers transkribiert, durch PGR 
amplifiziert und fiir die nachste Runde in RNA transkribierL In der ersten Runde konnte die Komplexitat des Pools be- 
reits so weit herab gesetzt werden, daB in alien weileren Runden nur noch 500 pmol renaturierte RNA mit einer Konzen- lO 
tration von 2,5 pH auf die Saule aufgetragen wurden. AuBerdem wurde das Saulenbettvolumra der Hauptsaule auf 
100 pi verringert und nur noch mit 2 ml Bindungspuffer gewaschen. Bei beiden Selektionen wurde ein Anstieg der spe- 
zifisch eluierten RNA in der 4. Runde beobachteL Nach der 8. Runde konnte die Selektion abgebrochen werden, da kein 
weiterer Anstieg der spezifisch eluierten RNA beobachtet werden konnte (Tab. 1). AufiTaUig ist, daB der Anteil der auf 
der Vorsaule bindenden RNAs von Runde zu Runde zunimmt, obwohl in jeder Runde eine ^fersaule verwendet wurde 15 
(TabeUe 1). Ebenfalls ansteigend ist der Anteil der RNA, der nicht von der Vor- und Hauptsaule eluiert werden kann. 

2.3 Charakterisierung der Aptamere 

Die Eluate nach der achten Selektionsrunde wurden revers transkribiert und durch PGR amplifiziert. Man erhalt so ein 20 
Gemisch' aus Aptamersequenzen, die fiir eine Analyse separiert werden mtissen. Durch Klonierung in kompetenten Bak- 
terienzellen, die genau ein DNA Plasmid aufeunehmen vermogen, und anschlieBendes Ausstreichen auf einer Agarplatte 
erhalt man einzelne Kolonien, die eine Aptamersequenz enthalten. Fiir die Transformation wurde die DNA in den pPCR- 
Script Amp SK(+) cloning vector (Stratagene) ligiert Dieser Vektor enthalt ein Gen fiir Ampicillinresistenz sowie einen 
lac Promotor. Nach Transformation des Vektors in Epicurian Goli XLT-Blue MRFKan Zellen wurden die Zellen auf 25 
Agarplatten mit X-Gal, IPTG und dem Antibiotikum Ampicillin ausgestrichen, Aufgrund des Ampicillins konnen nur 
transformierte Zellen wachsen, wobei sich jene mit einem Vektor ohne Insert aufgrund des X-Gals und des intakten p- 
Galactosidase-Gens blau farben. Es wurden zu jeder Selektion etwa 100 weiBe Klone ausgewahlt und die Plasmide iso- 
liert Sequenziert wurden die Inserts nach der Didesoxymethode von Sanger et al (Sanger et aL, 1977), wobei ein Teil ra- 
dioaktiv mit ^^S und eiri Tbil unter Verwendung eines ABI-Sequencers sequenziert wurde. Durch \ferwendung des Uni- 30 
versalprimers und des reversen Primers wurden beide Strange des Inserts sequenziert. Insgesamt wurden fiir das PA4(T- 
40) und das pA4(l-16) jeweils 75 Proben sequenziert. 

2.3.1 Sequenzanalyse 

35 

Primarstruktur 

Die Primarstrukturen des randomisierten Bereichs der Aptamere, bestehend aus etwa 70 Nukleotiden, wurden auf ho- 
mologe Bereiche untersucht. Die Existenz von konservierten Bereichen kann AufschluB geben, welche Nukleotide an ei- 
ner Bindung an das Zielmolekiil beteiligt sind. Bs wurde ein Gomputeiprogramm geschrieben, das die Suche nach glei- 40 
chen Motiven unterschiedlicher LSnge durchgeftihrt hat. Die 75 ermittelten Sequenzen der Selektion gegen das 
pA4(l-40) kCnnOT in 5 Gruppen eingeteilt werden, die fur sich in hohem MaBe konserviert sind (Fig. 1). 13 der 75 Se- 
quenzen konnen in keine der Gruppen eingeteilt werden und besitzen auch untereinander keine konservierten Regionen. 
In alien anderen Sequenzen ist das Motiv bl mit bis zu 11 Basen vertreten (Tabelle 2). Drei weit^e Motive, die in einem 
GroBteil der Sequenzen auftreten, sind in TabeUe 2 aufgefiihrt. 45 



TabeUe 2 



Motiv- 


konserviertes 


verschiedene 


Anzahl der 


Seq. 


Nr. 


Motiv 


Gruppen 


Sequenzen 


[%] 


bl 


CACCGUAAGGA 


5 


62 


83 


b2 


CGGCUUGUUUUCCC 


4 


52 


69 


b3 


AAGUGUA 


3 


33 


44 


b4 


CAUG. .UC.UGCA 


2 


32 


43 



Wie bei den Sequenzen fiir das PA4(T-40) konnen auch die Sequenzen der Aptamere gegen das pA4(l-16) in Grup- 60 
pen eingeteilt werden, die sehr stark konserviert sind (Fig. 2). Anders als bei den Sequenzen der PA4(1-40)-Selektion 
gibt es nur ein Motiv, das in mehr als zwei Gruppen auftritt Das Motiv al mit 9 Basen tritt jedoch in iiber der Halfte der 
SequOTzen auf (TabeUe 3). Es wurden fiinf weitere Motive aus 6 bis 11 Basen gefunden. 
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TabeUe 3 





MOtlV-. 


konserviertes 


verschiedene Anzahl 


Seq. 


s 


Nr . 


Motiv 


Gruppen 


Sequenzen 


[%1 




al 


UGAGGCCCC 


2 


37 


51 




a2 


CGCAUG 


3 


32 


44 


10 


a3 


CCCGAG 


2 


29 


40 




a4 


AAGUACCGUAA 


2 


25 


35 




a5 


CUUCCG 


2 


25 


35 


15 


a6 


CAACAA 


2 


10 


T4 



I 



Sdcund^truktur 

20 Die Aptamere gegen das pA4(l-40) wurden auch hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur analysiert, wobei die Sekundar- 
struktunnodelle mit Hilfe des Computerprogramms RNADraw berechnet wurden (Matzura & >^nnboig, 1996). Brwar> 
tungsgemaB zeigte sich, dafi innerhalb einer Familie die S trukturen der Aptamere ahnlich sind. In den Fig, 3-6 sind die 
Strukturen ^niger Aptamere aus unterschiedlicben Familien daigestellt Beim Vergleich der Strukturen fallt auf, dafi das 
Motiv b2 (Tabelle 2) bei alien Aptameren mit dem Anfang des Primer A basengepaart aufbitt. Da nicht alle Basen des 

25 Motivs komplementar zum Primer sind, tritt ebenfalls in jeder Struktur ein Loop auf. Dies laBt vermuten, das diese Stem- 
Lxx)p Region entscheidend fur die Wechselwirkung mit dem Amyloid ist Dabei besitzt der Stamm vermutlich nur eine 
stabilisierende Funktion, wahrend eine Bindung an das Peptid iiber die ungepaarten Basen des Loops stattfinden konnte. 
Unterstiitzt wird diese Annahmc dadurcb, daB bei alien Sequenzen immer vier Uridine bzw. drei Uridine und ein Cytidin 
diesen Loop bilden. Beim Aptamer p61 in Fig. 3 sind dies die Basen U6, U7, U72 und U73. Obwohl zu einer anderen 

30 Gruppe gehorig, ahnelt das Aptamer pi24 dem p61 sehr. Neben dem Primer-gepaarten Motiv und dem Loop findet man 
bei beiden auch noch einen Hairpin mit der Basenfolge AAG (Fig, 3, A50-G52, Fig. 4, A46-G48). 

WMhrend die Anordnung des Motivs b2 in alien Sequenzen Shnlich ist, sind die Gemeinsamkeiten beim Motiv bl nicht 
so eindeudg zu erkennen. Zwar tritt bei der Sequenz des p61 wie auch beim pl24 die ungepaarte Basenreihenfolge 
UAAG auf (Fig. 4, C32-G35), doch sind bei anderwi Sequenzen diese Basen gepaart Dennoch scheint dieses Motiv bei 

35 der Bindung des Peptids eine RoUe zu spielen, da ein Aptamer; pi 9, gefunden wurde, in dem die Reihenfolge der Motive 
bl und b2 vertauscht ist (Abb, 15). In der Nahe des 5 -Endes liegt das Motiv b2, das auch hier wieder mit dem Primer A 
basengepaart vorliegt, wahrend das Motiv bl nahe des 3'-Endes angeordnet ist. Eine struktureUe Ahnlichkeit dieses Be- 
reichs mit den anderen Aptameren ist jedoch nicht ohne weiteres ersichlHch. 

Das Aptamer P55, mit der niedrigsten Dissoziationskonstante, unterscheidet sich etwas starker von den Strukturen der 

40 anderen Aptamere, obwohl auch hier wieder die Motive b 1 und b2 vorzufinden sind (Fig. 6). Im Gegensatz zu den ande- 
ren Strukturen sind hier weniger Basen mit dem Primer A gepaart Auch der Loop aus den vier Pyrimidinen tritt in dieser 
Form nicht auf. Stattdessen existiert ^n Loop aus d&a Basen AAU. In dem Motiv bl liegen auch nur zwd Basen U-A 
(Fig, 6, U28, A29) einzelstrangig vor, was bedeuten k5nnte, dafi diese beiden Basen an der Bindung des Peptids beteiligt 
sind. Aufi^Uig ist, dafi bei alien vier vorgestellten Strukturmodellen die letzten drei Basen des Primers in einen Hairpin 

45 hineinragen. Da diese Basen jedoch konserviert sind, muB es sich nicht um ein bedeutendes Strukturmerkmal handehi. 
Das Strukturmodell dieses Aptamers wurde durch enzymatische Spaltung mit RNasen genauer untersucht Zu diesem 
Zweck wurde die RNA am 3- bzw. 5'-Ende radioaktiv markiert und unter Verwendung verschiedener spezifisch spal ten- 
der Nukleasen einer limitierten nukieolytischen Hydrolyse unterzogen. Verwendet wurd«i die Einzelstrang-spezifischen 
Nukleasen Ribonuklease T2 und Nuklease Si, die Doppelstrang-spezifische Ribonuklease Vi sowie die Guanosin-spezi- 

50 fiscbe Ribonuklease Ti. Der Vergleich der Strukturen legt die Vermutung nahe, dafi das 3 -Ende der Aptamere bis zu den 
Basen des Motivs b2 nicht essentiell ist ftlr die Bindung des Peptids. 

2.3.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten 

55 Die Bindung eines Aptamers an sein T^get und damit die Bildung eines Komplexes kann als eine Gleichgewichtsre- 
aktion betrachtet werden. Mit Hilfe der Affinitatschromatographie wurden die apparenten Dissoziationskonstantaa be- 
stimmt werden. Bei dieser Methode macht man sich das Gleichgewicht zwischen freier und gebundener RNA zunutze, 
indem man durch Waschen mit Bindungspufifer die RNA von der Saule eluiert Je starker die RNA an das Peptid bindet, 
desto spater wird die RNA von der Saule eluiert Das Elutionsvolumen ist daher ein Mafi fiir die Bindungskonstante in 

60 Abhangigkeit von der SaulengroBc sowie der Beladung der Saule mit dem Peptid und lafit sich nach einer in folgender 
Literaturstelle angegebenen Gleichung berechnen (Famulok & Szostak, 1992, Sassanfar & Szostak, 1993). Damit diese 
Gleichung giiltig ist, mufi das Saulenvolumeo im \%rfaaltnis zum Vslumen der autgetragenra RNA mdglichst grofi sein, 
damit wie bei einer sSulenchromatographischen Aufreinigung die RNA in einer schmalen Bande durch die Saule lauft 
Aufierdem sollte die Konzentration der RNA-Losung kleiner sein als die zu erwartende Bindungskonstante, um die Glei- 

65 chung innerhalb ihres Giiltigkeitsbeieichs anzuwenden und so den Fehler der Dissoziationskonstante moglichst klein zu 
halt^ (Arnold et aL, 1986). Daraus folgt, dafi die RNA sehr stark radioaktiv markiert sein mufi, damit selbst kleinste 
Mengen im fmol-Bereich noch detektiert werden konnen. Es wurde mit Mikrosaulen des Econo-Systems (Bio-Rad) ge- 
arbdtet, die sich durch einen geringen (Juerschnitt auszeichnen. 10 pi einer 1(X) nM RNA Losung wurden auf eine Saule 

18 
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mit einem Saulenbettvolumen von 800 yl aufgetragen und kondnuierlich mit Hilfe eincr Pumpe eluiert Das Elutionspro- 
fil des Aptamers P55 wies einen scharfen Peak zu Beginn der Elution auf, welcher vennutiich auf fehlerhaft gefaltete 
RNA zuriickzufuhren ist, die nicht mit dem Peptid interagieren kann. Diesen Peak kann man zur Bestimmung des Tot- 
volumens Vq verwenden. Um das Totvolumen moglichst genau zu bestimmen, wurde zu Beginn der Elution ein sehr 
kleines Fraktionsvolumen gewahit, wahrend spater deutlich groBere Fraktionen gesammelt wurden. Um die Aktivitaten 5 
der unterschiedlich groSen Fraktionen vergleichen zu kdnnen, wurden die Daten auf ein konstantes Volumen von 100 pi 
normierL 

Um zu zeigen, daB es sich um eine spezifische Anreichening von bindenden Aptameren handelt, wurde zum \fergleich 
ein Elutionsprofil des randomisienen. RNA-Pools aufgenommen. Wie zu erwarten konnte hier keine Retardierung der 
RNA beobachtet werden. lO 

Durcb den Einsatz einer Vorsaule mit unbeladenem TVagermalraial in alien Selektionsrunden sollte eine Anreichening 
von Saulenmaterial-affinen RNAs bereits verhindert worden sein. Um dennoch sicherzustellen, daB es sich bei den se- 
lektioten RNAs um Peptid-bindende Aptamere handelt, wurde ein Elutionsprofil der RNA auf einer Vorsaule aufgenom- 
men. Da bei der Elution der RNA von der Vorsaule keine Retardierung beobachtet werden konnte, kann geschlossen wer- 
den, daB es sich um Aptamere gegen das Amyloid handelt. 15 

Die Dissoziationskonstanten von vier Aptameren gegen das pA4(l-40) konnten auf diese Weise bestimmt werden 
(Tabelle 4). Da die verwendete RNA-Konzentration um den Faktor 5 groBer ist als die beste Dissoziationskonslante, muB 
ein Fehler einkalkuliert werden, so daB die wirklichen Dissoziationskonstanten vermutlich geringfiigig groBer sind. 

Obwohl die RNA vollstandig von der Saule eluiert wurde, wurde das Saulenmaterial nach maximal drei Bestimmun- 
gen ausgewechselt, da keine Retardierung der RNA mehr festgestellt werden konnte. Dadurch wurde das Saulenmaterial 20 
zur limitierenden GroBe, und es konnten nicht mehr Proben vermessen werden. 

. Die Bestimmung da: Dissoziationskonslante fUr die Aptamere gegen das BA4(1-16) wurde analog durchgefuhrt Hier 
konnte allerdings nur eine bindende Sequenz gefunden werden. 

TabeUe 4 25 
PA4 (1-40) PA4 (1-16) 

Aptamer app. [nM] Aptamer app. [nM] 

P55 39 30 

pel 43 a4 758 

P19 48 

35 

P37 64 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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SequenzprotokoUe 

Schering Aktiengesellschaf t 
Amyloidspezifisches Aptamer 



70 



1 

70 
RNA 

kttnstliche Sequenz 

durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

1 

40 ACUUCGUCUU GCAGCGCGGC UUGUCUUCCC ACAUCCGUUC UAUCGGUAUG 50 
ACUCUUUUUC CGUAAGGUCA 70 

45 



SO 



55 



60 



65 



<110> 

5 

<120> 

10 

<130> 
15 <160> 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<223> 



<400> 
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<210> . 2 

<211> 68 

<2.12> RNA 

<213> ktlnstliche Sequenz 



10 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen ^5 

<400> 2 

ACUUCGUCUU GCAGCGCGGC UUGUCUUCCC ACAUCCGUUC UAUCGGUAUG 50 20 
ACUUUUUCCG UAAGGUCA 68 



<210> 3 

<211> 66 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



25 



30 



35 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 40 



<400> 3 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACAC 50 
UUUGUACCUC UGCCUG 66 



45 



50 



55 



60 



65 
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<210> 4 
<211> 67 
<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 4 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACAC 50 
UUUGUACCUG CUGCCAA «^ 



<210> 5 

<211> 67 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 5 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACGC 50 
UUUGUCCCAU GCCCGUC en 



.19916417A1JU' 
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<210> 6 
<211> 66 
<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 6 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCACACAC 50 
UUUGUCCCGG CUGCAG 66 



<210> 7 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> . kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 7 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CUUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACGC 50 
UUUGUCCCUG CUGUACCUG 69 
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10 



15 



25 



30 



35 



40 



<210> 8 

<211>: 67 



<212> RNA 

<213> • kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 8 

20 UUUACCGUAA GGCCUGUCAU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUUCCAC 50 
UAUGUGUGCC UGUAAUG 67 



<210> 9 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 9 

UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGCGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUUCCCAC CGCCUUGCC 69 

50 



55 



60 



65 
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<210>. 10 
<211> 69 



<212> RNA 

<213> JcOnstliche Sequenz 

<220:i- 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 10 

UGUCCACCGU AAGAUUGUAA ACUAUCGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUUCCCAC CGCCUUGCC 



<210> 11 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 11 

UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGCGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUCCCACC ACCUUGCG gg 



25 
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10 



15 



25 



30 



35 



<210> 12 

<211> 68 

<212> RNA 

<213> kOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 12 

20 UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGCGUAA AAGACGAAGU UUAUGUGGCU 50 
UGUUUUCCCA CCGCCUUG 68 



<210> 13 

<211> 68 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 13 

UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGGGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUCCCACC GCCUUGCC 68 

50 



55 



60 



65 



- 26 
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<210> 1"4 
<211> 65 
<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 14 

UGUCCACCGU AGAUUGUAAA CUAUCGCGUA AAGCGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUUCCCAG CCUUG 55 



<210> 15 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 15 

CUCGAUCACC GUAAGGACAU CUACGUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCGUCUG CAUAUCUGUU 70 
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<210> 16 

<211>; 69 

5 <212> • RNA 

<2l3> ' ktlnstliche Sequenz 



10 



IS 



<220> 
<223> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



25 



<400> 



16 



20 CUCGAUCACC GUAAGGACAU UUACGUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCGUCUG CAUAUCUGU 69 



30 



3S 



<210> 17 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



<220> 
40 <223> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 



so 



17 



CUCGAUCACC GUAAGGACAU UUACGUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCGUUUG CAUAUCUGUG 70 



55 



60 



65 
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<210> 18 
<211> 69 
<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 18 

CUCGAUCACC GUAAGGACAU CUACAUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCAUCUG CAUAUCUGU 69 



<210> 19 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 19 

GUGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC GACUUUAACG 50 
CAUGUCUGCA CCUAAGGCAA 70 
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<210> 20 

<211>: 70 

5 <212> RNA 

<2.13> • ktinstliche Sequenz 



10 



V5 



<220>. 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 20 

20 GUGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC GACAUUAUCG 50 
CAUGUCUGCA CCUAAGGCAA 70 



2S 



30 



35 



<210> 21 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 21 

GUGCCAAAGG AAGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC GACUUUAACG 50 

CAUGACUGCA CCUAAGGCAA 70 
so " 



55 



60 



65 



30 
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<210>. 22 
<211> 70 
<212> ^ RNA 

<2.l3> kiinstliche Sequenz 

<220>^ 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gev/onnen 



10 



15 



<400> 22 

GUGCCAAAGG AAGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC AACUUUAACG 50 20 
CAUGACUGCA CCUAAGGCAA 70 



25 



<210> 23 

<211> 68 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 23 

GCGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCCGA CUUUAACACA 50 
UGACUGCACC UAAGGCAA 68 

50 



30 



35 



40 



55 



60 



65 
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15 



2S 



30 



3S 



<210> 24 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> ktlnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 24 

20 GUGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUAUAU GCGUACCUUC AACUUU;\ACG 50 
CAUGUCUGCA CCUAAGGCAA 70 



<210> 25 

<211> 71 

<212> RNA 

<213> ktlnstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 25 

GCGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCACUAU GCGUUCCUUC GACUUUAACG 50 
CAUGCCAUGC ACCUAAGGCA A 71 

50 . 



S5 



60 



65 
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<210> 26 
<211> 70 
<212> RNA 

<213> kilnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 26 

CUCUGAUCCA GCAAGUACCG UAAGGAAACU UGGGGCUCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 



<210> 27 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 27 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 
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<210> 28 

<211>: 70 

5 <212> RNA 

<213> • ktinstliche Sequenz 



<220>. 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 28 

20 UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGAAACUUG UGCUCCCUAC AAGUUCGGCU 50 
UGUCUUCCGA UCCCGAGU 68 



2S 



30 



3S 



<210> 29 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 29 

UCUGAUCCAU CAAGCACCGA AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 

so 



55 



60 



65 
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<210>. 30 
<211> 70 



<212> RNA 

<2l3> kOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 30 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 70 



<210> 31 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> klinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 31 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGAAACUUG GGGCUCCCUA CAAGUUCGGC 50 
UUGUCUUCCG AUCCCGAGU 69 
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<210> 32 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 
<223> 



durch in der Beschreibiang angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 



32 



UCUGAUCCAG CAAGCACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 



<210> 33 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverf ahren gewonnen 

<400> 33 

UCUGAUUCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCUU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 70 
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<210>. 34 
<211> 70 
<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 

<220>- 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gev/onnen 

<400> 34 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCAU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 70 



<210> 35 

<211> 73 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 35 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU CUG 73 
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10 



15 



25 



30 



35 



<210> 36 

<211> 70 



5 <212> RNA 

<213> ktlnstliche Sequenz 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 36 

20 UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 70 



<210> 37 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 37 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 

so 



55 



60 



65 
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<210> 38 
<211> 70 
<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 38 

UCUAAUCGAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGUCUCCCU ACAAUUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCAAGU 70 



<210> 39 

<211> 68 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 39 

UCUGAUCCAG CAAGCACCGU AAGGAAACUU GGCUCCCUAC AAGUUCGGCU 50 
UGUCUUCCCA.UCCCGAGU 68 



39 



10 



15 
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<210> 40 
<211> ; 68 



<212> • RNA 

<2i3> • kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 40 

20 yCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACC CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UAACCUUCT^ UGCAUGCC 68 



25 



30 



35 



<210> 41 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



40 <220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 



45 



50 



55 



<400> 41 

UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACJ^AAUC CACUUUGUUA UUGAAGUACU 50 
UAACCUUCAA UGCGCAUGC 69 



60 



65 
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<210>. 42 
<211> 70 



<212> RNA 

<2l3> kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 42 

UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACU CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UAACCUUCAA UGCGCAUGCC 70 



<210> 43 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 43 

UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACC CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UAACCUUCAA UGCGCAUGCC 70 
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<210> 44 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 44 

UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACC CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
XJUACCUUCAA UGCGCAUGCC 70 



<210> 45 

<211> 66 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 45 

ACCGCGCUCG CAUUGUUGUG UACUUCUACA CAACAAUGAU GAUUCUAGAG 50 
GCCCCUGACC AUGCUA 66 



<06 ^1991 641 7A1_L> 
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<210> 46 
<211> 69 
<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 46 

CCCACCGCGC UCGCAUUGUU GUGUACUUCU ACACAACAAU GAUGAUUCAU 50 
GAGGCCCCUG ACCAUGCUA 69 



<210> 47 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 47 

CCUACCGCGC UCGCAUUGUU GUGUACUUCU ACACAACAAU GAUGAUUCAU 50 
GAGGCCCCUG ACCAUGCUA 69 



43 
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<210> 48 
<211> • 71 



10 



IS 



<212> . RNA 

<213> . kiinstliche Sequenz 
<220.> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 48 

20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCAGG 50 
GGAGCGUUTA UCGUAACGUC U 71 



25 



30 



35 



<210> 49 

<211> 65 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 49 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCUGAGCG 50 
UUAAUCGUAA CGUCU 65 

50 



55 



60 



65 



... 44 
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<210> 50 
<211> 71 
<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 50 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCACC 50 
CGAGCGUUAA UCGUAACGUC U 71 



<210> 51 

<211> 71 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 51 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAUAUAG UUACACACUG AGGCCCCACC 50 
CGAGCGUUAA UCGUAACGUC U 71 
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<210> 52 
<211> : 70 
<212> • RNA 

<2'13> • ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 
<400> 52 I 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCACC 50 
CCCUUUGCAU GUUUGCGACC 70 



<210> 53 

<211> 68 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 53 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCCCC 50 
CUUUUUGCAU GUCAUAAC 68 



<DE 19916417A1_I > 
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<210>. 54 
<211> 69 



<212> RNA 

<213> kilnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 54 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCAAA 50 
AAAAUGCAUG AUCUGCUGU gg 



<210> 5S 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 55 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCAAA 50 
AAAAAUGCAU GAUCUGCUGU 70 
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<210> 
<211> 
5 <212> 
<213> 



10 



IS 



<220> 
<223> 



56 
70 
RNA 

kilnstliche Sequenz 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



2S 



<400> 



56 



20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGNAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



30 



35 



<210> 57 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 
40 <223> 



45 



50 



<400> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



57 



ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCUGAAC 50 
ACGCAUGUGC UGCAUAAAU 69 



55 



60 



65 
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<210> 58 
<211> 69 
<212> RNA 

<213> kanstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 58 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCUAU 50 
GCAUGCUCUA GCAUUUCGU 69 



<210> 59 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 59 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUAGAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 7 0 
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<210> 60 
<211>: 70 
<212> RNA 

<2l.3> • ktlnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 60 

UCACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



<210> 61 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 61 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 
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<210>. 62 
<211> 70 
<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 62 ' 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCGACC 50 
CCCUUUGCAU GUUUGCGACC 7n 



<210> 63 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 63 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



51 
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<210> 64 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 64 

20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGAAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



25 



30 



35 



<210> 65 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



40 <220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 



45 



50 



55 



<400> 65 

GCACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCUCC 50 
CUUUGCAUGC UCUGCUCUCA 70 



60 



65 



- 52 
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<210>. 66 
<211> 68 
<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz ' 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 66 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCAACA 50 
UGACCAUUCC GCAUGCUC 68 



<210> 67 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 67 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCUAAC 50 
GUUGCGCAUG UCUGUGUUA 69 
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<210> 68 
<211> 67 



<212> RNA 

<213> ktlnstliche Sequenz 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverf ahren gev/onnen 



<400> 68 

20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG ACGCCCGCAA 50 
AGCAUGCUUG CUUACAU 67 



25 



30 



35 



<210> 69 

<211> 20 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



40 <220> 

<223> synthetisiert 

*^ <400> 69 

CUGCAGGCAU GCAAGCUUGG 20 

50 <210> 70 

<211> 20 

<212> RNA 

55 <213> kianstliche Sequenz 



60 



65 



<220> 

<223> synthetisiert 
<400> 70 

GGGAAUUGCA GCUCGGUACC- - 20 
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"^(^ '^ a) es wird ein randomisierter DNA-Pool geschaffen, 

r ^ aus dem randomisierten DNA-Pool wird ggf, ein RNA-Pool erzeugt und einem Selektionskreislauf mil fol- 25 

"^-^ genden Schritten aufgegeben: 

r^^r-f c) an das Amyloid oder eine Teilsequenz des Amyloids bindende RNA des RNA-Pools bzw. DNA des DNA- 
Pools wird selektiert, 

d) selektierte RNA bzw. DNA wird amplifiziert, 
i^li^V e) die RNA bzw. DNA aus Stufe d) wird dem RNA-Pool bzw. DNA-Pool in der Stufe c) zugegeben, wobei die 30 
Stufen c)-e) so oft wiederholt werden, bis der Anteil in Siufe c) selektierter RNA bzw. DNA um weniger als 
^ 50%, vorzugsweise weniger als 10% ansteigL 

11. Aptamer nacb einem d^ Ansprtiche 1 bis 9, eihSltlich durcb ein Verfahren nach Anspruch 10. 

12. Verwendung eines Aptamers nach einem der Anspriiche 1-9 oder einer Mischung solcher Aptamere zur Her- 
steUung eines Mittels zur Diagnose und/oder Behandlung von Alzheimei; Spongiformen Enzephalopatien und lyp 35 
n Diabetes Mellitus. 
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Patentanspriiche 

1. Gegen Nukleinsaure-spaltende Bizyme slabilisiertes Aptamer, welches amyloidspezifisch ist, oder Allele und/ 
oder D^vate ^nes solchen Aptamers. 

2. Aptamer nach Anspruch 1, welche gegen das Alzheimer P- Amyloid 4 (1-42) oder Teilsequenzen hiervon, ins- 5 
besondere (1-40), spezifisch ist. 

3. Aptamer nach Anspruch 1 oder 2 mit einer Loopstruktur. 

4. Aptamer nach Anspruch 3, wobei die Loopstruktur vier Basen, vorzugsweise vier Uridine oder drei Uridine und 
ein Cytidin aufweist, vorzugsweise aus den vier Basen bestehL 

5. Aptama: nach einem der Anspriiche 1-4 enthaltend eine Sequenz GUUU oder GVCU. lO 

6. Aptamer nach einem der Anspriiche 1-5, enthaltend eine Sequenz aus der Gruppe bestehend aus den Sequenzen 
SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 68 

7. Aptamer nach Anspruch 6, wobei das 3 -Ende eine Primersequenz gemafi SEQ ID NO: 69 und/oder das 5'-Ende 
eine Primersequenz SEQ ID NO: 70 aufweist. 

8. Aptamer nach Anspruch 7, wobei die Loopstruktur gebildet ist aus der Sequenz UUUC oder GUCU und der 15 
hierzu gegenuberliegenden Primersequenz AUUC und wobei die jeweilig mittleren beiden Basen ungepaart und die 
jeweilig auBeren Basen gepaart sind. 

9. Aptamer nach einem der Anspriiche 1-8, wobei die 2'-Hydroxylgruppe der Zuckeigruppe eines oder mehrerer 
Pyrimidin-Nucleotide durch eine Flourid-, Amino- oder Methoxygruppe substituiert ist und/oder wobei in termina- 

len Phosphatgruppen ein SauerstofTatom durch ein Schwefelatom subsdtuiert ist und/oder wobei das Aptamer ein 20 
Spiegelmer ist 

10. Verfahren zur Herstellung und/oder Isoliening eines Aptamers nach einem der Anspriiche 1-9, mit folgenden 
Verfahrensschritten: 
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FIG. 1 



Gruppe 
fll9* 5' 
A78 

Gruppe 

027 

fi55* 

fllH 

Q65 

fl69 

064 

Gruppe 

Q15 

061* 

0108 

076 

059 

036 

Gruppe 

05 

044 

0124 

028 

Gruppe 

02 

017 

043 

050 

073 

037* 

03 



ACUUCGUCUUGCAGCGCGGCUUGUCUCJCCCACAUCCGUUCUAUCGGU2lUGACUCUUUUUCCGaAAGGOCA-3' 
ACUUCGUCUUGCAGCGCGGCUUGOCUaCCCACAUCCGUUCUAUCGGUAUGAC . . UaOUUCCGOAAGGUCA 
2 

UOUACCGUAAGGCCUGUCUUCGUOUGACA GCGGCUUGUUGACCCUCACACUUOGUACCUCUGCCUG 

UUUACCGUAAGGCCUGUCUCJCGUUUGACA . GCGGCUUGUUGACCCUCACACUUOGUACCUGCOGCCAA 

UUUACCGUAAGGCCUGUCUOCGUUUGACA GCGGCaUGUUGACCCUCACGCUUUGUCCCAUGCCCGUC 

UUUACCGUAAGGCCUGaCUOCGUUUGACA GCGGCUUGUUGACCCACACACUCJUGUCCCGGCUGCAG 

UUUACCGUAAGGCCUGUCUUCUUUOGACA 1 . . GCGGCUUGUUGACCCUCACGCUUUGOCCCOGCUGUACCUG 

UUUACCGCJAAGGCCUGUCAUCGUUUGACA GCGGCUUGUaGACCClf UCCACUAUGUGUGCCUGQAAUG 

3 

UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGCGUAAA . GACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUUCICCC . ACCGCCUUGCC 
UGUCCACCGOAAGAUOGUAAACOAOCG . . UAAA . GACGAAGOUOA . UGCJGGCUUGUUOOCCC . ACCGCCUUGCC 
UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGCGUAAA . GACGAAGUUUA . DGUGGCUOGUUU . CCC . ACCACCUOGCG 
UCCACCGaAAGAOUGUAAACUAOCGCGUAAAAGACGAAGUUUA. UGaGGCUUGUOOUCCC . ACCGCCUUG 
UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGGGUAAA . GACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUOU . CCC - ACCGCCUUGCC 
UGUCCACC6UA . GAUUGUAAACUAUCGCGUAAA . G . CGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUUUCCC . AC . GCCUUG 

4 

COCGAOCACCGUAAGGACAUCUACGU AAGUGOAAUGCGGCUUGUUUUCCCCAUGCGUC . UGCAUAUCUGUU 

CUCGAUCACCGUAAGGACAUUUACGU AAGUGUAAUGCGGCUUGUUUUCCCCAUGCGUC . UGCAUAUCUGU 

CUCGAUCACCGUAAGGACAOUUACGU AAGUGUAAOGCGGCUOGUOUUCCCCAUGCGUO . OGCAUAUCUGUG 

CUCGAUCACCGUAAGGACAtJCUACAU AAGUGUAAUGCGGCUOGUOUUCCCCAUGCAUC ♦ UGCAUAUCUGU 

5 

GUGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCGACUUU AACG CAUG . . UC . UGCACCOAAGGCAA 

GUGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCGACAUUAUCG CAUG . . UC . UGCACCUAAGGCAA 

GUGCCAAAGGAAGUGOACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCGACUUUAACG CAUG . . AC. UGCACCUAAGGCAA 

GUGCC AAAGGAAGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCAACUUUAACG CAUG . . AC . UGCACCUAAGGCAA 

GCGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACC. .CGACUUUAACA CAUG. . AC . UGCACCUAAGGCAA 

GUGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUAUAUGCGUACCUUCAACUUUAACG CAUG . . UC . UGCACCUAAGGCAA 

GCGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCACOAUGCGUUCCUUCGACUUUAACG CAUG . . CCAUGCACCUAAGGCAA 



« Verbinder, nicht dagegen unbekannt • 



002 042/425 



2EICHNUNGEN SEITE 2 



Numm r. 
Int CI 7: 

Offenlegungstag: 



DE19916417A1 
C 07 H 21/00 

19. Oktober 2000 



FIG. 2 



Gruppe 1 

a I 5 * C0CU6MCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUU6GGGCUCC . UAC AAGUUCGGC UUGUCUOCCCAUCCCGAGO- 3 * 

a 4 * UCUGAUCCAGCAAGOACCGOAAGGAAACUUGGGGCUCCCUACAAGOOCGGCUUGCJCaUCCCAUCCCGAGO 

a 6 OCUGAUCCAGCAAGUACCGOAAG . AAACUUGU , GCOCCCUAC AAGUOCGGCUOGUCUUCCGAUCCCGAGa 

a7 UCUGAUCCAUCAAGCACCGAAAGGAAACUUGGGGCUCCCUACAAGOUCGGCOOGUCUUCCCAOCCCGAGU 

a20 UCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGGGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGU 

a2 1 UC0GAUCCAGCAAGUACCGU7VAG . AAACOUGGGGCUCCCUACAAGUUCGGCOOGUCUOCCGAUCCCGAGU 

a28 UCUGAUCCAGCAAGCACCGOAAGGAAACUUGUGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCCJUCCCAUCCCGAGU 

a 3 4 OCUGAUUCAGCAAGUACCGOAAGGAAACOUGUGGCUCCUOACAAGUUCGGCUUGUCaUCCGAUCCCGAGU 

a 4 B UCUGAUCCAGCAAGUACCGOAAGGAAACUUGGGGCUCC AUACAAGUOCGGCUOGUCOUCCGAUCCCGAGO 

a 5 6 UCUGAUCCAGCAAGOACCGUAAGGAAACUUGUGGCUCCCU ACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGOCUG 

a62 UCOGAUCCAGCAAGOACCGUAAGGAAACUOGUGGCOCCCUACAAGOOCGGCOUGOCOUCCGAOCCCGAGO 

a 8 4 OCOGAUCC AGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGGGGCUCCCU ACAAGC7UCGGC0UGOCUUCCCAOCCCGAGU 

a86 OCUAAUCCAGCAAGUACCGaAAGGAAACUUGGGUCUCCCUACAAOUUCGGCUUGOCUUCCCAUCCCAAGU 

a87 OCUGAUCCAGCAAGCACCGOAAGGAAACUUGG . , CUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCGAGa 



Gruppe 2 

a 1 4 OCCGAUUCGACUUCCG CCAACCAACAAACCCACUOUGUUAUUGAAGUA . CGUAACCUUCAAUGC . . AUGCC 

a 1 8 * UCCGAUUCGACUOCCG CC AACCAACAAAOCCACUO UGUU A-JUGAAGU A . CUUAACCUUCAAUGCGCAOGC 

a7 1 uCCGAUOCGACUUCCG CCAACCAACAAACOCACUUUGUUAgUGAAGUA . CGUAACCOOCAAUGCGC AOGCC 

aSO UCCGAUUCGACUOCCG CCAACCAACAAACCCACUUUGUUAUUGAAGUA . CGOAACCOUCAAUGCGCAOGCC 

a 8 1 UCCGAUUCGACUOCCG CCAACCAACAAACCCACUUUGOUAOUGAAGOA . CGUUACCUUCAAUGCGCAOGCC 

Gruppe 3 



a24 ACCGCGCUCGCAUUGOUGUGUACUUCUACACAACAAUGAUGAUUCUAGAGGCCCCUGACCAUGCUA 
a 3 6 * CCC ACCGCGCUCGCAUOGOOGUGU ACOUCUACACAACAAUGAUGAUUCAUGAGGCCCCUGACCAUGCUA 
a 7 9 ecu ACCGCGCOCGC AOUGUUGUGUACUUCU ACACAACAAUGAUGAUOCAUGAGCCCCCUGACCAUGCUA 
Gruppe 4 

a39 ACACCUAGCUC GGUUOGCOACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA GGGGAGCGUUAAUCGUAACGUCU 

a4 4 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAAGC UGAGCGUUAAUCGOAACGUCU 

a53 • ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA CCCGAGCGUUAAUCGOAACGUCU 

aS 2 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAUAUAGUUACACACUGAGGCCCCA CCCGAGCGUUAAUCGOAACGUCU 

a4 6 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA CCCCCUUU . . GCAOGUUUGCGACC 

al 3 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCi^AAUAGUUACAAACUGAGGCCC CCCCCUUUUUGCAUGOCAUAAC 

a59* ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA. . AAAAAAUGCAUGAUCU . GCOGO 

a 67 ACACCUAGCUC GGUUOGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA AAAAAAAUGCAUGAUCU . GCOGO 

a2 ACACCUAGCUC GGOUUGCUACGGCAAAvAGUUACAAACUGAAGCCC GNAACCCGUUUCGCAUGU . CUUG . AU 

a8 ACACCUAGCUC GGUOUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCC UGAACACGCAOGOGCU . GCAUAAAU 

a3 1 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAA U AGUUACAAACOGAGGCCC *, CUAOGCAOGCUCUAGCAUUUCGU 

a3 B ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUAGAAAC OGAP.GCCC GC AACCCGUUUCGCAUGO . CUUG . AU 

a5 4 » 'JCACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAU AGUUACAAACUGAAGCCC GCAACCCGUUUCGCAUGO . CUUG . AU 

a 6 1 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGC AAAUAGUUACAAACUGAAGCCC GCAACCCGUUUCGCAUGO . CUUG . AU 

a6 8 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCC GACCCCCUOU . GCAUGU . . UUGCGACC 

a69 ACACCUAGCUC GGUUOGCUACGGCAAAUAGUUACAAACOGAAGCCC GCAACCCGUUUCGCAUGU . CUUG . AU 

a7 0 ACACCUAGCUC GGUUOGCUACGGCAAAC AGUUACAAACUG AAGCCC GAAACCCGUUUC GCAUGU . CUUG . AU 

all GCACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCC CUCCCUUUGCAUGCUCUGCUCUCii 

al 6 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCA ACAUGACCAUUCCGCAUG . . CUC 

a 1 9 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGC AAAUAGUUAC AAACUGAAGCCC UAACGUUGCGCAUGU . CU . GUG'JUA 

a6 5 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCPAAVAGUUACAAACUGACGCCC GCAA AGCAUG . . CUUGCUUACAU 

- Verbincer, nicht dagegen URbekannc 
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